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L’entrée des rétrovirus humains dans une cellule hôte est une cible
thérapeutique très intéressante. À ce jour, un seul composé ciblant la fusion du
virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIII-l) est utilisé comme agent
thérapeutique. Différentes molécules ciblant les corécepteurs du VIH- 1 sont
présentement en essai clinique. Ces études semblent démontrer qu’une telle
approche est efficace et sure. Elle pounait d’ailleurs être utilisée pour le
développement de molécules bloquant l’infection par le virus de la leucémie des
lymphocyte T de type 1 (HTLV-l). Dans notre étude, nos objectifs étaient 1) de
caractériser la neuropiline-l, co-facteur à l’entrée de HTLV-l, et 2) d’étudier
l’activité antivirale de sept molécules lors de l’entrée du VIII-l par le corécepteur
CCR5.
Nous avons d’abord démontré que l’expression de NRPÏ à la surface de
cellules cibles favorisait l’infection de celles-ci par des pseudotypes portant
l’enveloppe de HTLV-2, et par extrapolation, de HTLV-1. Des mutants de délétion
de NRP1 ont ensuite été construits et utilisés dans une étude de co
immunoprécipitation où nous regardions l’interaction entre ces mutants et la
protéine virale de surface (SU). Nos résultats montrent que tous nos mutants
interagissent avec la protéine SU.
Nous avons ensuite testé le pouvoir antiviral de sept molécules agissant
comme des antagonistes de CCR5. Nous étions à la recherche d’une molécule
pouvant inhiber l’infection du VIII-l en ciblant sélectivement le corécepteur
CCR5, tout en étant non toxique pour les cellules. La molécule 693 a répondu à
ces critères.




Human retrovirus entry is a very promising drug target. Until now, only
one molecule that targets HIV- 1 fusion, Enfuvirtide (T20), bas been approved for
treatment. Several molecules targeting HIV-1 coreceptors, currently in clinical
trials, showed that it is possible to block efficiently HIV-l entry. Ibis approach
could be used in order to deveiop the first HTLV-l drug. Our objectives were 1)
to characterize HTLV-1 entry cofactor, neuropilin-l (NRPI), and 2) to test the
antiviral activity of seven compounds in HIV-l entry via CCR5.
First, we showed that NRP 1, a ubiquitous single spalming transmembrane
protein, facilitates HTLV-2 pseudotype particles, and by extrapolation, HTLV-1
entry into target ceils. We then tried to identify the NRP1 extracellular domain
responsible for the interaction with the HTLV- 1 surface protein (SU). We created
deletion mutants for several sub-domains of the soluble receptor that we used in a
coimmunoprecipitation experiment. Our resuits showed that ail the mutants can
interact with the viral protein SU.
Second, we investigated the antiviral activity against HIV- 1 entry of seven
molecules identffied as CCR5 antagonists. We produced dual tropic HIV-189.6
particles and infected reporter ceil lines expressing either CCR5 or CXCR4. One
compound, 693, showed a selective antiviral activity against CCR5-mediated
entry.
Keywords HTLV-1, neuropilin-l, entry cofactor, coreceptor, CCR5, HIV-l,
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1. INTRODUCTION
21.1 VIRoLoGIE MoLÉcuLAIRE DES RÉTROVIRUS HUMAINS
Les rétrovirus humains font partie de la famille des rétrovirus complexes.
Le génome des rétrovirus complexes encodent pour les protéines de structure et
enzymes Gag/Pol/Pro/Env, ainsi que pour des protéines auxiliaires essentielles au
contrôle de leur cycle de réplication in vivo. Les rétrovirus qui infectent les
vertébrés sont classés en 6 genres dont 2 comptent les rétrovirus humains. Les
virus de l’immunodéficience humaine de type 1 et 2 (VIII-1 et VIH-2) sont
classés parmi les lentivirus, genre dans lequel on retrouve également les virus
d’immunodéficience féline (FIV) et simien (51V). Les autres rétrovirus humains,
les virus de la leucémie des lymphocytes T de type 1, 2 et 3 (HTLV- 1, HTLV-2 et
HTLV-3) se retrouvent chez les deltarétrovirus où l’on retrouve également le virus
de la leucémie bovine (BLV). Cet ouvrage portera sur HTLV-l et VIH-l en
ciblant particulièrement le processus d’entrée virale.
1.1.1 PRoTÉINEs ET GÉNOME DES RÉTROVIRUS
Les rétrovirus sont formés d’une bicouche lipidique dans laquelle sont
ancrées les protéines transmembranaires (TM) et les protéines de surface (SU)
(figure 1.1). On retrouve sous cette bicouche lipidique la matrice (MA) qui a
pour fonction principale le recrutement de la polyprotéine Gag au site de formation
des particules virales. La capside (CA) forme une structure dans laquelle on
retrouve le génome viral lié par la nucléocapside (NC), qui préserve l’intégrité de
l’ARE viral. La protéase (PRO), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (INT)





figure 1.1 Représentation schématique des rétrovirus humains. Les rétrovirus
sont enveloppés d’une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées les protéines
d’enveloppe TM et SU. On retrouve à l’intérieur de la particule virale la matrice
(MA), la capside (CA), la nucléocapside (NC), la transcriptase inverse (RI),
l’intégrase tINT), la protéase (PRO) et l’ARN génomique viral (ARNv).
Les rétrovirus humains possèdent un génome viral sous forme d’ARN
simple brin qui, une fois rétrotranscrit en ADN double brin (provirus), est intégré
au génome de la cellule infectée. Il est composé d’environ 9000 bases et est
flanqué de longues séquences répétées (LTR; Long Terminal Repeat). Ces
séquences contiennent le promoteur viral ainsi que la séquence d’encapsidation W.
La transcription des ARN messagers (ARNm) codant pour Gag, Pol et Pro diffère
d’un rétrovirus à l’autre. Dans le cas de HTLV-1, l’ARNm codant pour Gag est
produit directement pour former le précurseur 55kDa (Pr55). Un changement de
cadre de lecture programmé (« frameshift ») à la fin du gène gag permet de
synthétiser l’ARNm gag/pm (Pr70). La synthèse de l’ARNm gag/pm/poÏ (Pr160)
nécessite un deuxième changement de cadre de lecture. Les ARNm des gènes env,
tax/rex et tof/ivf sont produits suite à l’épissage séquentiel de l’ARN génomique
viral. Contrairement à HTLV-l, le VIH-l n’a besoin que d’un seul changement de
cadre de lecture pour produire le précurseur gag/pol puisque pro se situe dans le
même cadre de lecture que pot et int. Les protéines d’enveloppe et les protéines






41.1.2 CYcLE DE RÉPLICATION DES RÉTROVIRUS HUMAINS
La première étape du cycle de réplication des rétrovirus humains est
l’entrée dans la cellule cible (figure 1.2). Cette étape est d’ailleurs le point
d’intérêt de cet ouvrage. Elle mène à la fusion entre les membranes virale et
cellulaire, larguant dans la cellule la capside. Cette dernière est ensuite dégradée
pour libérer le génome viral ainsi que les enzymes qui furent encapsidés lors du
bourgeonnement dans la cellule productrice. La transcriptase inverse procède alors
à la production du provirus auquel se lie l’intégrase et la nucléocapside pour
former le complexe de préintégration.
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figure 1.2 Cycle de réplication des rétrovirus humains. La première étape du
cycle de réplication des rétrovirus humains est l’entrée dans une cellule cible.
Vient ensuite la rétrotranscription du génome viral et l’intégration. Les protéines
virales sont ensuite produites sous forme de précurseurs. Finalement, le virion
bourgeonne à la membrane cellulaire et la protéase permet la maturation de celui
ci. Cette figure représente le cycle de réplication du VIH-1. Tiré de D’Souza V.
et SummerM.F. (1).
5Le VIH- I possède la protéine Vpr qui permet la transiocation du complexe de
préintégration à travers la membrane nucléaire (2). Cette caractéristique
importante permet au VIII-1 d’infecter les cellules différenciées (macrophages,
cellules microgliales, cellules dendritiques) ou les cellules en arrêt de division
(lymphocytes T mémoires ou naïves). Le complexe de préintégration du IITLV-1
quant à lui doit attendre une division cellulaire afin de pouvoir atteindre le génome
de l’hôte puisque aucune protéine virale ne permet son transport à travers les pores
nucléaires. Une fois intégré, le génome viral est transcrit à l’aide des protéines
cellulaires pour produire les différents ARNm ainsi que l’ARN génomique. Les
précurseurs protéiques sont transportés à la surface cellulaire où ils rejoignent les
protéines d’enveloppe SU et TM. Il y a ensuite bourgeonnement de la particule
virale et maturation des différents précurseurs pour former un virion infectieux.
1.2. EPIDÉMIOLOGIE ET ÉTIOLOGIE DES RÉTROVIRUS HTLV-1 ET
VIH-1
1.2.1 EPIDÉMIOLOGIE DE HTLV-1
La population mondiale vivant avec IITLV-1 est estimée à 10-20 millions
de personnes. Le virus n’est pas distribué également sur le globe, ciblant plutôt
certaines régions où il est endémique. Des études populationnelles ont démontré
que 3-6% de la population de Trinidad, de la Jamaïque et des autres îles des
Caraïbes était séropositif pour le virus (3, 4). La prévalence de IITLV-1 sur le
territoire Africain démontre quant à elle un gradient du Nord vers l’Afrique
équatoriale (5). Le Japon est le pays le plus durement touché. Une étude nationale
a identifié 7 régions où HTLV-1 était endémique (6). Six d’entre elles sont situées
au Sud-Ouest du pays. Dans la région rurale de Miyazaki, la prévalence est
évaluée à plus de 3 personnes sur 10 (7). La Mélanésie, la Papua Nouvelle-
Guinée, les Îles Solomon et certaines régions d’Amérique du Sud sont également
considérées comme des régions endémiques.
6Au Canada, les premiers cas de patients porteurs du virus furent rapportés
en 1989 (8). Entre 1990 et 2000, on comptait une séroprévalence de 0,002% chez
les donneurs de sang (9). Une région endémique est retrouvée chez les Natifs
Côtiers de la Colombie-Britairnique où l’on note une séroprévalence de 0,5-4%
(10). Récemment, un premier cas de décès associé à HTLV-1 fut également
répertorié au Nunavut (Il).
HTLV- 1 se transmet par contacts sexuels (voie horizontale), transfusions
sanguines ou usage de drogues intraveineuses (voie parentale), ou de la mère à
l’enfant à travers le lait maternel (voie verticale). La transmission intra-utérine est
négligeable (12). Dans la grande majorité des cas, le virus est transmis par le
transfert de lymphocytes T infectés. Le mode de transmission contribuerait de
façon significative à la pathologie développée par un patient séropositif. La
transmission par contact sanguin favoriserait le développement de « HTLV- 1-
Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis» (HAMITSP) (13) et le
contact sexuel, ou la transmission par le lait maternel, favoriseraient le
développement de 1’ «Adutlt T-ecu Ïeukemia/lymphoma » (ATL) (14).
1.2.2 ETIOLOGIE DE HTLV-1
Un groupe de chercheurs japonais caractérisa pour la première fois en 1977
une nouvelle forme de leucémie des lymphocytes T que l’on retrouvait chez les
adultes exclusivement (15). Ils nommèrent cette nouvelle pathologie «Adult T
cell leukemia/lymphoma» ou ATL. Quelques années plus tard, un agent
étiologique rétroviral lui fut associé : « Human T-cell Leukemia Virus» (HTLV).
Une deuxième pathologie neuro-dégénérative lui fut par la suite associée
«HTLV- 1 -Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis» (HAM/TSP)
(16, 17). Les études épidémiologiques subséquentes ont montré un fait intrigant:
seulement 5% des personnes séropositives pour HTLV-1 vont développer l’une ou
l’autre de ces maladies (ou même les deux à la fois). Après 25 ans de recherche sur
7ce virus, aucun vaccin ni agents antirétroviraux n’ont été développés et aucun
traitement ne permet de guérir l’une ou l’autre de ces deux maladies.
La leucémie des lymphocytes T chez l’adulte (ATL) est un lymphome de
lymphocytes T CD4+/CD25+ en circulation (15). Il s’agit d’une prolifération
monoclonale de ces lymphocytes T CD4+ activés. Une période de latence clinique
(mesurée en nombre d’aimées) s’installe suivant l’infection. Comparativement à
d’autres infections, la charge virale n’est pas un indicateur fiable de l’évolution de
la maladie puisqu’elle est variable entre les patients séropositifs pour HTLV-l.
Malheureusement, aucun traitement ne permet de guérir les patients une fois que
l’ATL se développe. Leur espérance de vie varie de 3 à 12 mois. Cette pathologie
est habituellement traitée à l’aide de combinaisons agressives de traitements
chimiothérapeutiques. Le facteur de risque majeur pour le développement de cette
maladie est la transmission du virus à travers le lait maternel. Le transactivateur
transcriptionnel viral Tax serait responsable de la transformation et de
l’immortalisation des cellules infectées. Tax induit l’expression de gènes critiques
dans la croissance et la prolifération des lymphocytes T (18-24).
En 1985, l’équipe du Dr Gessain associait pour la première fois HTLV-1 à
une pathologie autre que l’ATL (17). Il s’agissait de patients de la Martinique
souffrant de paraparésie spastique tropicale (TSP; Tropical Spastic Paraparesis),
une maladie qui s’apparente à la sclérose en plaque. Dans cette cohorte de 17
patients, 10 possédaient des anticorps dirigés contre HTLV-1. L’année suivante,
un groupe de chercheurs japonais associait HTLV- 1 à des symptômes similaires
chez leurs patients (16). Ils nommèrent cette nouvelle pathologie la myélopathie
associée à HTLV-1 (HAM; HTLV-1-Associated Myelopathy), nom qui fut ensuite
ajouté au premier par consensus. Aucun traitement n’a eu de succès dans la
guérison de cette maladie.
Comme pour l’AIL, seulement 5% des porteurs de HTLV-1 développeront
cette maladie, les femmes étant majoritairement touchées (25, 26). La période
8d’incubation est mesurée en nombre d’années (27). Les signes cliniques les plus
importants sont sensiblement les mêmes que ceux pour la sclérose en plaque
faiblesse au niveau des membres inférieurs et spasticité des jambes (2$).
Deux acteurs seraient en cause dans le développement de l’HAMITSP. Les
premiers sont les lymphocytes T CD4+ infectés et les lymphocytes T CD$+
activés ciblant HTLV-1 qui passent à travers la barrière hématoencéphalique
provoquant ainsi une réponse immunitaire locale (29). Une fois logées au sein du
système nerveux central, ces cellules deviendront à leur tour la cible des
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (30). Les deuxièmes acteurs sont les anticorps
dirigés contre la protéine Tax qui reconnaissent, par mimétisme moléculaire, un
auto-antigène de 33kDa exprimé dans les cellules du système nerveux central (31).
Cette réaction croisée aurait pour effet de générer une réaction immunitaire
inflammatoire et cellulaire provoquant la démyélinisation des neurones du système
nerveux central conduisant au développement de la maladie. D’autres maladies
inflammatoires furent également associées à HTLV- 1, comme la polymyosie (32,
33) ou l’uvéite (34, 35).
L’infection par HTLV-1 des lymphocytes T et autres cellules du système
immunitaire mène également à la chute du nombre de cellules effectrices
conduisant à une certaine immunodéficience. Cette immunodéficience peut être
causée en partie par la transformation des lymphocytes T CD4+ les rendant ainsi
inactifs au sein de la réponse immunitaire cellulaire. En plus de lutter contre
l’ATL, l’HAM/TSP et les autres maladies inflammatoires, les patients doivent
également faire face aux infections opportunistes causées par divers
microorganismes tels Pneumocystis carinhl, cytomégalovirus, StmngyÏoidiasis et
plusieurs fungies (12).
91.2.3 EPIDÉMIOLOGIE DU VIH-1 ET SYNDROME D’IMMUNODÉFICIENCE ACQUISE
(SIDA)
Selon le rapport de l’organisme ONUSIDA pour l’année 2006, environ
38,6 millions de personnes à travers le monde vivent avec le virus de
l’immunodéflcience humaine de type 1 (VIII-1) (36). Le nombre de nouvelles
infections en 2005 s’élève à 4,1 millions. Durant cette même armée, environ 2,8
millions de personnes infectées par le VIH-1 en sont décédées. Ce virus, qui
touche toutes les régions du globe, est maintenant à l’état de pandémie. La région
la plus durement touchée est l’Afrique subsaharienne où l’on compte 24,5 millions
d’adultes vivant avec le VIH-1, dont 2,7 millions de nouvelles infections en 2005.
La prévalence chez l’adulte dans cette région est de 6,1% et 57% des cas sont des
femmes. Au Canada, le nombre de personnes vivant avec le virus est estimé à 60
000. L’accès aux traitements antirétroviraux a permis de limiter à moins de 1000 le
nombre de décès en 2006. Depuis sa découverte en 1981, le syndrome de
l’immunodéficience acquise (SIDA) aura tué plus de 25 millions de personnes sur
le globe.
Le VIH- 1 se transmet par contact sexuel (muqueuse), par partage d’aiguille
lors de l’injection de drogues intraveineuse et de la mère au fœtus/enfant. Selon
l’OMS, entre 15% et 30% des mères séropositives transmettront le virus à leur
enfant pendant la grossesse (à travers le placenta) ou au moment de
l’accouchement. 10% à 20% d’entres elles le transmettront à travers le lait
maternel. Il est toutefois possible de bloquer presque complètement la
transmission du virus en soumettant la femme enceinte à un traitement
antirétroviral, à un accouchement par césarienne et en substituant le lait maternel
par un lait reconstitué.
Le SIDA correspond à un ensemble de symptômes découlant de la
destruction des lymphocytes T CD4+. Le stade SIDA est la phase ultime de la




























Syndrome de l’infection algue par le VIH
Premiere Vaste dissemination du virus dans organisme
Infection Duplication du VIH dans les organes lymphoides
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Figure 1.3 Évolution de la charge virale et du système immunitaire. Tiré de
Ho DD et al. (37).
Les signes de la primo-infection sont peu spécifiques et pourraient correspondre
aux symptômes d’une infection virale comme la grippe. La maladie évolue par la
suite avec le développement chez plusieurs patients du zona, signe de la
réémergence du VZV contrôlé jusque-là par le système immunitaire. Le troisième
stade de la maladie coïncide avec la perte massive de lymphocytes T CD4+
permettant aux micro-organismes opportunistes (comme Mycobacterium
tuberculosis et Candida albicans) de resurgir. L’apparition de lymphomes, du
développement de pneumocystose et du syndrome de Kaposi sont des signes du
stade avancé du SIDA et mènent au décès du patient séropositif. Il est possible de
suivre l’évolution de la maladie à l’aide du compte du nombre de lymphocytes T
CD4+ et de la charge virale (ARN viral plasmatique).
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1.3 ENTRÉE DES VIRUS ENVELOPPÉS
Les mécanismes d’entrée virale varient grandement d’un type de virus à un
autre au sein des virus enveloppés. Certains virus comme le virus de l’influenza
doivent être internalisés par endocytose pour qu’il y ait fusion entre les bicouches
lipidiques virales et cellulaires (38). Dans ce cas, le pH acide retrouvé dans les
endosomes favorise le changement de conformation des protéines d’enveloppe qui
mènera ensuite à la fusion. D’autre part, l’entrée des rétrovirus s’effectue à un pH
physiologique ne nécessitant pas le passage dans les endosomes pour qu’il y ait
fusion (39). Il s’agit d’un processus séquentiel impliquant 3 étapes l’attachement
à la surface cellulaire, l’interaction avec le récepteur/corécepteur et la fusion.
Chacune de ces étapes pourrait être la cible d’agents thérapeutiques
antirétroviraux.
1.3.1 ATTAcHEMENT : INTERACTION VIRUS/CELLULE CIBLE
La première étape de l’entrée des rétrovirus dans une cellule cible est
l’attachement du virus à la surface de la cellule. Cette interaction implique des
protéines membranaires qui possèdent un domaine extracellulaire important et
fortement glycosylé. La protéine «dendritic cell-specffic ICAM-3 grabbing non
integrin» (DC-SIGN) ainsi que les protéines «herparan sulfate proteoglycan»
(HSPG) sont des protéines membranaires qui favorisent l’entrée de plusieurs
rétrovirus humains. Elles permettent d’élever la concentration de virus fixé à la
surface cellulaire favorisant ainsi l’interaction entre la protéine d’enveloppe virale
et le récepteur d’entrée.
1.3.1.1 DC-SIGN
DC-SIGN, exprimée exclusivement à la surface des cellules dendritiques
matures et immatures, médie une forte interaction entre ces cellules et les
lymphocytes T. Cette protéine de 404 acides aminés à un domaine
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transmembranaire est essentielle à la prolifération des lymphocytes T (40, 41).
L’ectodomaine est composé de 7 domaines identiques complets (23 acides
aminés), d’un domaine incomplet et d’un domaine lectine de type C (dépendant du
calcium). Les domaines lectines interagissent avec les résidus sucrés présents sur
les diverses protéines.
DC-SIGN favorise l’interaction entre les cellules dendritiques et les
rétrovirus VIH-l, VIH-2 et SIV (40, 42). 11 fut alors suggéré que cette protéine
pourrait agir comme un facteur d’attachement universel pour les lentivirus de
primates. DC-SIGN lie les protéines d’enveloppe virale par son domaine lectine
(40, 42). Cette liaison est également dépendante du niveau de glycosylation de
l’enveloppe virale (43, 44). La présence de DC-SIGN à la surface des cellules
dendritiques n’est pas suffisante pour l’infection. De plus, un niveau élevé
d’expression est nécessaire pour la liaison du virus (42). DC-SIGN agit donc
comme une protéine d’attachement et non comme un récepteur d’entrée.
L’infection impliquant DC-SIGN peut s’effectuer selon deux modes en
cis (infection de la cellule exprimant cette protéine) ou en trans (transmission du
virus d’une cellule dendritique à une cellule cible) (Figure 1.4). La transmission
en cis exige l’expression du récepteur CD4 et des corécepteurs CXCR4 ou CCR5 à
la surface de la cellule dendritique. L’infection en trans quant à elle ne nécessite
que la présence de DC-SIGN. Le virus est ainsi internalisé (ou non) et présenté à
un lymphocyte T CD4+ exprimant CXCR4 et/ou CCR5 comme s’il s’agissait d’un
antigène.
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Figure 1.4 implication de DC-SING lors de l’infection par le VIII-1. DC
SIGN permet l’attachement du VIH- i à la cellule dendritique en liant la protéine
d’enveloppe. Le virus peut alors infecter cette cellule (infection en cis) ou une
autre cellule (infection en trans). Modifié de Pôlhmann S et al. (45).
1.3.1.2 HEPARAN SULFATE PROTEOGLYCAN
Les HSPGs forment une classe de molécules composées d’un corps
protéique auquel est lié (« O-linked ») une chaîne polysaccharide héparane sulfate.
Elles sont exprimées sur une grande variété de cellules de mammifère (46). Les
HSPGs incluent la famille de syndecanes transmembranaires, la famille des
glypicans ancrés par le phosphatidylinositol et la famille des perlecanes
extracellulaires (47, 4$). Ces familles de protéines permettent la liaison d’une
multitude de médiateurs cellulaires tels les facteurs de croissance des fibroblastes
(FGFs) (49, 50) et les TGF-1 et TGF-2 (51). Elles agissent comme capteur de
facteurs solubles augmentant les possibilités d’interaction avec le récepteur
spécifique de ces molécules. Ces protéines permettent aussi la prise de lipide dans
les hépatocytes et les artères comme voie alternative aux récepteurs de LDL (52).
Les HSPG lient plusieurs virus permettant leur attachement à une cellule
cible. Parmi ces virus, on compte certains virus herpes, le virus du papillome
humain, le virus dengue et le virus de l’hépatite C (53). Elles permettent également
l’attachement des rétrovirus humains HTLV-l et VIH-1. L’expression des H$PG
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permet l’attachement des virions HTLV-l et médie l’entrée du virus dans les
cellules adhérentes (54, 55) et dans les lymphocytes T CD4+ (56). L’élimination
des domaines sucrés à la surface cellulaire permet de diminuer la liaison de
l’enveloppe virale de HTLV-1 sans toutefois abolir complètement cette
interaction. Pour ce qui est du VIH-1, un traitement enzymatique des cellules
cibles avec l’héparitinase, un enzyme clivant les résidus sucrés, mène à une
diminution de la liaison du VIH-1 à la surface d’une cellule cible ainsi qu’à
l’inhibition de l’infection par ce virus (57). Dans chacun de ces cas, l’implication
réelle des H$PG dans l’entrée virale n’a pas encore été élucidée. L’interaction
entre les HSPGs et l’enveloppe virale serait la première d’une série d’événements
conduisant à l’infection d’une cellule cible. Dans ce cas-ci, les HSPGs ne seraient
pas nécessaires à l’entrée de HTLV-1 ni du VIH-1 in vivo, mais augmenteraient la
concentration de virus en surface cellulaire favorisant l’interaction avec les
récepteurs d’entrée. Il s’agirait ici d’une relation d’avidité, impliquant les résidus
sucrés de l’enveloppe virale et la protéine cellulaire, et non d’affinité.
1.3.2 PRoTÉINEs D’ENVELOPPE VIRALE ET RÉCEPTEURS D’ENTRÉE
La protéine d’enveloppe des rétrovirus est d’abord traduite sous la forme
d’une polyprotéine précurseure (Env) qui est ensuite clivée pour former la protéine
de surface (SU), et la protéine transmembranaire (1M) qui est ancrée dans la
membrane virale (39). Le précurseur entre dans la voie de sécrétion où il sera
d’abord glycosylé dans le réticulum endoplasmique pour ensuite être clivé par les
protéases cellulaires générant ainsi les protéines matures SU et TM. L’interaction
entre SU et TM est établie par une liaison non-covalente (ponts disulfures). Les
protéines d’enveloppe sont alors acheminées à la surface cellulaire où elles seront
rejointes par les autres protéines virales. La protéine SU est responsable de
l’interaction avec le récepteur de la cellule cible alors que TM permet la fusion
entre les enveloppes virale et cellulaire. Les protéines d’enveloppe virale
s’assemblent sous la forme d’un hétérotrimère (3 TM et 3 SU).
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La majorité des récepteurs d’entrée des rétrovirus oncogènes de
mammifères possède plusieurs domaines transmembranaires. Ces récepteurs
semblent également êtres suffisants pour l’entrée. Par exemple, le virus de la
leucémie murine écotropique (E-MLV) infecte les cellules cibles via un
transporteur d’acides aminés basiques (CAT-1) qui possède 14 domaines
transmembranaires (58). Pit-2, un transporteur de phosphate à 10-13 domaines
transmembranaires, permet quant à lui l’entrée du rétrovirus Amphotropic-MLV
(A-MLV) (59, 60). Toutes ces protéines possèdent des domaines extracellulaires
près de la membrane. L’identification des récepteurs des rétrovirus humains
semble toutefois contredire cette règle. En effet, le VIII-1 utilise comme récepteur
CD4, une protéine à un seul domaine transmembranaire possédant un domaine
extracellulaire imposant. L’entrée de ce rétrovirus nécessite également la présence,
à la surface cellulaire, des récepteurs de chimiokines CCR5 ou CXCR4. Ces
protéines possèdent 7 domaines transmembranaires et un domaine extracellulaire
près de la membrane. Les corécepteurs d’entrée du VIH-l seront discutés au point
1.5.2.
1.3.3 ENTRÉE VIRALE PAR MULTIPLES RÉCEPTEURS
Certains rétrovirus utilisent plus d’un récepteur lors de l’entrée dans une
cellule cible. Le récepteur devient alors nécessaire mais pas suffisant à l’entrée
virale. Il doit donc y avoir un corécepteur, qui entre en jeu une fois que la protéine
virale SU a lié le récepteur. Cette interaction induit un changement de
conformation dans la protéine virale libérant le domaine de liaison au corécepteur.
Ce domaine est non disponible en absence d’interaction avec le récepteur. La
cellule cible doit donc exprimer à la fois le récepteur et le corécepteur, ce qui a
pour effet de restreindre le tropisme du virus. Le virus de l’immunodéficience
féline (FIV) utilise cette stratégie pour infecter une cellule cible. La protéine
d’enveloppe lie d’abord le récepteur fCD134, induisant un changement de
conformation dans la protéine virale SU, lui permettant ainsi de lier le corécepteur
fCXCR4 (61-63). Chacune de ces protéines est nécessaire, mais pas suffisante
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pour l’entrée. Le VIH-l entre par ce même processus, utilisant CD4 comme
récepteur d’entrée et les récepteurs de chimiokines CCR5 et CXCR4 comme
corécepteurs (figure 1.5).
Figure 1.5 Entrée du VIII-1 par récepteurs multiples. L’entrée du VIH-l est
un processus séquentiel. 11 y a d’abord interaction entre CD4 et la gpl2O du VIH-Ï
(A), qui induit un changement de conformation, libérant le site d’interaction avec
le corécepteur (B). La gpl2O lie alors le corécepteur (C) induisant un changement
dans la gp4l qui vient s’ancrer dans la membrane cellulaire (D). La gp4l adopte
ensuite une structure en épingle à cheveux (E) rapprochant les enveloppes virale et


















Récemment, les protéines membranaires GLUT-1 et la neuropiline-l (NRP1)
furent associées à l’entrée des rétrovirus humains HTLV-l et HTLV-2 (discuté au
point 1.4). L’implication de chaque récepteur et la séquence dans laquelle ils
intervierment n’est toutefois pas déterminée. L’entrée par multiples récepteurs
ajoute des cibles potentiels dans le développement de composés antirétroviraux.
1.3.4 TRANsMIssIoN PAR CONTACT CELLULE-CELLULE SYNAPSE VIROLOGIQUE
Certains virus animaux se transmettent plus efficacement par passage direct
du virus d’une cellule infectée à une cellule cible que par infection à l’aide de
virions libres (65). Ce processus pourrait être particulièrement important dans les
tissus où les cellules sont en contact étroit, comme dans les organes lymphoïdes,
les neurones et les surfaces épithéliales et endothéliales. HTLV-1 utiliserait
majoritairement ce mode de transmission (66). En effet, les cellules naturellement
infectées ne produisent que peu de virions, parmi lesquels seulement 1 sur 106 est
infectieux (67, 6$). La transmission par virions libres est donc négligeable par
rapport à la transmission par contact cellulaire. Le VIH-l pourrait également
utiliser ce mode de transmission (69). Le site de contact entre la cellule infectée et
la cellule cible est nommée synapse virologique.
La synapse virologique est une jonction adhésive stable, dépendante du
remodelage du cytosquelette, à travers laquelle le virus est directement transmis
(Figure 1.6) (70). La présence de molécules d’adhésion telles ICAM-1, ICAM-3
et VCAM, est nécessaire pour la formation de la synapse virologique lors de la
transmission de HTLV-l (71, 72). Une fois la synapse virologique formée, les
protéines Env, Gag et le génome viral y sont localisés et sont par la suite transmis
dans la cellule cible (73). De plus, l’interaction entre la cellule effectrice et la
cellule cible, mène chez cette première, à la polarisation vers la synapse
virologique du centre organisateur des microtubules (MTOC).
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Figure 1.6 Transmission par contact cellule-cellule : synapse virologique. La
formation de la synapse virologique implique la polarisation du centre
organisationnel des microtubules (MTOC) dans la cellule effectrice. Les molécules
d’adhésion Talin et LFA-1 stabilisent la synapse virologique, à travers de laquelle
le virus est transféré dans la cellule cible. Modifié de Piguet V. et al. (74)
La transmission du virus à travers la synapse virologique serait un moyen
efficace pour contourner différents aspects du système immunitaire humoral, tels
les anticorps neutralisants et le système du complément. De plus, ce mode de
transmission a pour avantage de favoriser la transmission du virus puisque celui-ci
n’a pas besoin de trouver une cellule permissive après avoir été relargué dans la
circulation (70).
1.4 ENTRÉE DU VIRus DE LA LEUCÉMIE DES LYMPHOCYTES T
HUMAIN DE TYPE 1 (HTLV-1)
Le virus de la leucémie des lymphocytes T de type 1 (HTLV-1) fut
découvert par l’équipe du Dr Robert C. Gallo en 1981(75). Dr Gallo travaillait
avec les rétrovirus animaux GALV et BLV depuis déjà plusieurs années quand il
découvrit HTLV- 1, le premier rétrovirus pathogène humain identifié. Le virus fut
isolé à partir de lignées cellulaires dérivées de patients diagnostiqués avec un
lymphome cutané. HTLV-1 est un deltarétrovirus complexe de type C possédant
les protéines de structure et enzymes classiques de cette classe de virus. En plus
des gènes communs aux rétrovirus, le génome de HTLV- 1 code pour les protéines
auxillières Rof, Tof, Rex et Tax (76).
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1.4.1 ENTRÉE VIRALE DE HTLV- 1
L’enveloppe virale de HTLV-1 est constituée d’une bicouche lipidique,
héritée de la cellule productrice, et des glycoprotéines SU (gp46) et TM (gp2 1)
encodées par le gène env (77). Ces deux protéines sont produites suite au clivage
du précurseur d’enveloppe de 6ÏkDa (Env) (78, 79). Des mutations introduites
entre les acides aminés 100-200 de la gp46 inhibent l’entrée de HTLV-1 dans la
cellule cible ainsi que la formation de syncytium dans les cellules exprimant Env
($0-84). La protéine TM permet la fusion entre les membranes virale et cellulaire
(77). La stabilité du gène env permettrait d’envisager le développement de
peptides ou de molécules ciblant SU (voir section 1.6).
1.4.2 RÉCEPTEURS D’ENTRÉE DE HTLV- 1
Il aura fallu attendre plus de 20 ans avant que ne soit identifié le premier
récepteur permettant l’entrée de HTLV-1. C’est en 2003 que le transporteur de
glucose GLUT-l fut identifié comme étant un récepteur de HTLV-l ($5). Les
caractéristiques du récepteur étaient pourtant connues depuis quelques aimées.
La première caractéristique du récepteur d’entrée de HTLV-1 est reliée au
tropisme du virus in vivo. HTLV- 1 infecte, outre les lymphocytes T CD4+, les
lymphocytes T CD$+, les monocytes, les cellules endothéliales et les cellules
dendritiques (14, $6-8$). Ce virus infecte également presque tous les types
cellulaires. De plus, le récepteur de HTLV-l doit être conservé au sein des
espèces vertébrés ($9, 90).
La deuxième caractéristique du récepteur a trait à son expression à la
surface des cellules cibles et des cellules infectées. Le récepteur doit être exprimé
dans les lymphocytes T CD4+ activés (CD45RO+) (91, 92), cibles préférentielles
de HTLV-1 in vivo (93). Une fois infectées, ces cellules cessent d’exprimer le
récepteur ou du moins l’inactive, ce qui diminue leur habileté à former des
syncytia avec une cellule exprimant l’enveloppe virale (94, 95).
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La troisième caractéristique implique le mode de transmission de HTLV-l,
favorisant le contact cellule-cellule à l’infection par virions libres (96). Ceci exige
du récepteur d’entrée qu’il soit localisé à cet endroit bien spécifique de la cellule
lors de la transmission du virus à travers une synapse virologique.
Plusieurs difficultés techniques permettent d’expliquer le délai entre la
découverte de ce virus et l’identification d’un récepteur d’entrée. Premièrement, le
caractère ubiquitaire du récepteur chez les lignées cellulaires rendait difficile
l’identification de cellules résistantes à l’infection. Deuxièmement, les particules
virales de HTLV-l sont peu infectieuses comparativement aux autres rétrovirus
(96). Cette contrainte technique fut surmontée par la production de pseudotypes
viraux portant l’enveloppe de HTLV-2, qui utilise le même récepteur que HTLV-l
(97). À ce jour, deux protéines membranaires furent associées à l’entrée de
HTLV- 1: GLUT- 1 et Neuropiline- 1.
1.4.2.1 GLUT-1
GLUT-l, un transporteur de glucose ubiquitaire à 12 domaines
transmembranaires, fut le premier récepteur d’entrée de HTLV-1 identifié par
Hanon et al. ($5). Les membres de cette équipe ont observé que les cellules
exprimant l’enveloppe de HTLV-l acidifiaient le milieu de culture cellulaire
moins rapidement que les cellules ne l’exprimant pas et que la consommation de
glucose et la production de lactate étaient altérées. Ils se sont alors intéressés aux
transporteurs ubiquitaires de glucose et de lactate dont l’expression est augmentée
chez les lymphocytes T activés, identifiant ainsi GLUT- 1. Ils ont ensuite démontré
que l’enveloppe de HTLV-1, ainsi que le domaine de liaison au récepteur
précédemment identifié (9$), lient GLUT- 1 et altèrent son activité métabolique. La
surexpression de GLUT-1 favorise à son tour l’infection de cellules cibles par des
pseudotypes portant l’enveloppe de HTLV-2. L’ajout de cytochalasine B, un
inhibiteur de GLUT-1, permet de bloquer l’entrée des pseudotypes HTLV-2. Une
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étude subséquente a démontré l’importance du premier domaine extracellulaire de
GLUT-1 lors dc l’entrée de HTLV-i (99).
1.4.2.2 NEuR0PIuNE-1
L’inhibition de l’expression de GLUT-1 à l’aide de petits ARN interférents
(siARN) a permis de diminuer l’infection par les pseudotypes HTLV-2, sans
toutefois l’inhiber complètement ($5). Ce résultat suggère qu’il pourrait y avoir
d’autres récepteurs susceptibles de favoriser l’entrée de ce virus dans une cellule
cible en agissant de concert avec GLUT- 1.
Récemment, une étude à laquelle nous avons participé démontrait
l’implication de la neuropiline-1 (NRP1) dans l’entrée de HTLV-1 (100). NRPY
fut découverte pour la première fois en 1987 chez Xenopus tadpoles à l’aide de
l’anticorps monoclonal AS dans une étude visant à identifier les protéines capables
de médier la guidance axonale lors du développement neuronal (101, 102).
L’ADN complémentaire codant pour une protéine homologue fut également
retrouvé chez le poulet (103) et chez la souris (104), démontrant ainsi que la
structure primaire de NRPY était hautement conservée chez les espèces vertébrées.
NRP1 est une protéine de l3OkDa possédant plusieurs sites de glycosylation.
Cette protéine de 923 acides aminés est composée d’une courte queue cytosolique,
d’un seul domaine transmembranaire et d’un imposant domaine extracellulaire
(105) (Figure 1.7). Deux domaines homologues aux molécules du complément
Cir et Cis forment l’extrémité N-terminale (domaines CUB ou ai et a2).
Viennent ensuite deux domaines homologues au facteur de coagulation V/VIII
(domaines FAS8C ou bi et b2) et un domaine nommé MAM (Meprin, AS, t
phosphatase) aussi appelé domaine e. La neuropiline-2 (NRP2) possède la même












Figure 1.7 Schéma représentant la neuropiline-1 (NRP1). Le domaine
extracellulaire de la neuropiline-1 est composé de 2 domaines CUB (ai et a2), de 2
domaines FA58C (bi et b2) et du domaine MAM (c). NRP1 est une protéine
composée d’un domaine transmembranaire et d’une courte queue cytosolique (C-
terminale).
La protéine transmembranaire NRP1 interagit avec plusieurs familles de
ligands: les sémaphorines de classe 3 (106, 107), les facteurs de croissance
endothéliale vasculaire (VEUF) (108) et le facteur de croissance placentaire
(P1GF) (109). Elle participe à la fois à la guidance axonale et à l’angiogenèse. Elle
peut également former des homodimères ou des hétérodimères avec la protéine
NRP2 (110).
La sémaphorine 3A (Sema-3A) est un facteur chimiorépulsif sécrété par les
cellules non ciblées, permettant de diriger les axones au bon endroit lors du
développement du système nerveux. La liaison de Sema-3A à NRP1 mène à
l’atrophie du cône de croissance axonale (106, 107, 111). Les domaines CUB (al
et a2) sont nécessaires pour la liaison de Sema-3A à NRP1 (112). Tous les
domaines de la partie extracellulaire de NRP1 semblent importants pour l’activité
biologique induite par la liaison de Sema-3A. Le domaine cytosolique quant à lui
ne semble pas nécessaire pour la transduction de cet effet répulsif (113). D’autres
récepteurs ou protéines cellulaires doivent donc être impliqués dans ce processus,
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laissant présager l’implication d’une ou de plusieurs autres protéines dans ce
processus. Takahashi et al. ont démontré que la transduction de ce signal se fait
via la protéine transmembranaire Plexin- 1 suite à la liaison de Sema-3A à NRP 1
(114). Sema-3A se lie donc à NRP1 qui lie à son tour Plexin-1 via son domaine
MAM permettant la transduction du signal par le domaine cytosolique de Plexin- 1.
La neuropiline-1 est également impliquée dans l’angiogenèse lors du
développement du système vasculaire, en liant le facteur de croissance
endothéliale vasculaire 165 (VEGF165), un isoforme de VEGF (108). NRP1 lie
avec haute affinité VEGF165 (Kd = 320pM) et l’expression de NRP1 favorise
l’interaction entre ce facteur et KDR (kinase insert domain-containing receptor),
un récepteur de VEGf de type 2 (VEGFR-2) promouvant le chimiotactisme de la
cellule cible. La co-expression de NRP1 et de KDR augmente la migration
cellulaire de 2.5 fois comparativement à l’expression de KDR uniquement.
Toutefois, l’expression de NRP1 seule ne permet pas d’induire le chimiotactisme,
même si la liaison de VEGF165 augmente à la surface cellulaire. Ceci laisse
présager ici encore un mécanisme de transduction de signal entre NRP 1 et KDR.
Les domaines bl et b2 de NRPY joueraient un rôle important pour la liaison de
VEGF165 (112). NRPÏ joue un rôle similaire lors de la signalisation induite par le
facteur de croissance placentaire (P1GF) et son récepteur fit-1 (109).
Pourquoi la neuropiline- Ï pourrait être un candidat intéressant au titre de
récepteur ou co-récepteur d’entrée de HTLV-1 ? Tout d’abord, NRP1 se retrouve
à la surface des lymphocytes T, des cellules dendritique (115) et des cellules
épithéliales (10$), principales cellules cibles de HTLV- 1 in vivo. Cette protéine est
également exprimée chez la majorité des lignées cellulaires utilisées en laboratoire
(108, 116). De plus, NRP1 est localisée au sein de la synapse immunologique
formée entre une cellule dendritique et un lymphocyte T quiescent (115). Il serait
alors envisageable de retrouver ce récepteur au sein de la synapse virologique lors
de la transmission de HTLV-1. L’expression de NRP1 est également augmentée
chez les lymphocytes T CD4+ activés (100). Les anticorps dirigés contre NRPÏ
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inhibent la prolifération des lymphocytes T dans une réaction mixte de lymphocyte
(115), tout comme la protéine de surface SU de HTLV-1 (92). Pour toutes ces
raisons, nos collaborateurs et nous avons entrepris l’investigation du rôle de NRP 1
dans l’entrée de HTLV- 1.
1.5 ENTRÉE DU VIRUS DE L’IMMUNODÉFICIENCE HUMAINE DE TYPE 1
(VIH-1)
L’entrée du VIH-1 dans une cible est un processus séquentiel. La protéine
virale SU (gpl2O) interagit d’abord avec le récepteur cellulaire CD4. Cette
interaction induit un changement de conformation de la protéine d’enveloppe
CD4 libérant la boucle variable 3 (V3) qui peut ensuite interagir avec le
corécepteur (Figure 1.8). Cette seconde interaction permet à la protéine virale TM
(gp4l) de s’ancrer dans la membrane de la cellule cible et de former une structure













Figure 1.8 L’interaction entre CD4 et gpl2O libère la boucle V3. (A) La liaison
de le gpl2O à CD4 induit un changement de conformation dans la gpl2O, libérant
la boucle V3. Cette figure représente la gpl2O sous la forme d’un hétérotrimère.
(B) Schéma représentant l’interaction entre la boucle V3 de la gpl2O et le
corécepteur. Tiré de Huang C.C. et al. (117).
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1.5.1 RÉCEPTEUR D’ENTRÉE CD4
Les premières études portant sur l’entrée du VIH-1 permirent de démontrer
que les cellules cibles in vivo de ce rétrovirus étaient les lymphocytes T CD4+
(11$). Des études subséquentes démontrèrent que des anticorps monoclonaux
dirigés contre CD4 pouvaient bloquer l’infection de cellules cibles (119, 120), et
que CD4 pouvait lier directement la protéine d’enveloppe viral gpI2O (121). Il fut
alors proposé que CD4 est le récepteur d’entrée du VIH-l. Toutefois, ce récepteur
ne pouvait agir seul, puisque son expression à la surface de cellules murines non
permissives ne favorisait pas l’infection, bien que la gpl2O pouvait s’y lier (122).
Il devait donc y avoir à la surface des cellules humaines, au moins un autre facteur
nécessaire pour l’entrée du VIH-1.
CD4 est une protéine de 56kDa constituée d’un domaine extracellulaire de
370 acides aminés, d’un domaine transmembranaire de 25 acides aminés et d’une
queue cytosolique de 3$ acides aminés (123). Le domaine extracellulaire est
composé de quatre domaines distincts désignés Dl à D4 (124). Le domaine Dl,
situé à l’extrémité N-terminale, possède une grande homologie de séquence et de
structure avec la région variable des chaînes légères des immunoglobulines (1g).
Les autres domaines extracellulaires possèdent peu d’homologie avec la structure
primaire des 1g, mais leur conformation est similaire au domaine Dl, ce qui fait de
CD4 un membre de la grande famille des protéines ressemblant aux 1g. Des
modifications postraductioimelles de CD4 mènent à la formation de ponts
disulfures stabilisant les domaines Dl, D2 et D4 et à l’addition de deux
oligosaccharides liés par un pont N entre D3 et D4. Cette protéine, exprimée
majoritairement à la surface des lymphocytes T, joue un rôle crucial lors de
l’activation des lymphocytes T. Elle lie le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe II (CMH-II) associé à l’antigène présent à la surface d’une cellule
présentatrice d’antigènes.
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La production de fragments solubles de CD4 a permis de démontrer
l’importance du domaine Dl pour l’interaction avec la gpl2O du VIH-1 (125). La
résolution de la structure atomique des domaines Dl et D2 a permis d’affiner
l’analyse du site d’interaction entre CD4 et SU (126, 127). Des études
subséquentes de mutagenèse ont démontré que les résidus chargés Lys-29, Lys-35,
Lys-46 et Arg-59, ainsi que le résidu hydrophobique Phe-43, étaient essentiels
pour la liaison de la gpl2O (12$-130). Ces 5 acides aminés formeraient une poche
hydrophobique constituée de Phe-43, au centre des résidus chargés (129, 131).
1.5.2 C0RÉcEPTEuRs CXCR4 ET CCR5
La notion de corécepteur est née des suites de recherches qui ont démontré
que l’expression de CD4 n’était pas suffisante pour expliquer le tropisme des
différentes souches du VIH-1 pour les cellules in vitro (122). Il a également été
démontré que l’expression de CD4 sur des cellules non humaines ne permettait pas
de rendre ces cellules permissives à l’infection (132). Il devait donc y avoir à la
surface cellulaire au moins un facteur qui, de concert avec le récepteur CD4,
permettait l’entrée du VIH-1 dans la cellule cible.
1.5.2.1 CXCR4
Le premier corécepteur du VIH- 1 fut identifié dans une étude de gain de
fonction, en utilisant une stratégie clonale à partir d’une banque d’ADN
complémentaire (ADNc) (30). Il fut alors possible de rendre une cellule murine
CD4+, permissive à la fusion avec une cellule exprimant l’enveloppe d’une souche
virale infectant les lymphocyte T CD4+. Un seul clone a permis de rendre une
cellule permissive. Le séquençage de l’ADNc de ce clone démontra que la
protéine qu’il encodait faisait partie de la famille des protéines à 7 domaines
transmembranaires couplées aux protéines G. À cette époque, aucun ligand ni
activité n’était associé à ce récepteur. Il prit alors le nom de fusin. Dans cette
même étude, des expériences de perte de fonction à l’aide d’anticorps
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monoclonaux vinrent appuyer le rôle de la fusin comme corécepteur à l’entrée du
VIH-l.
Peu de temps s’est écoulé entre la découverte de la fusin et l’identification
de son ligand naturel, la chimiokine SDF-l (aussi appelée CXCL12) (133). Ce
récepteur prit alors le nom de CXCR4 en référence à la structure de son ligand.
CXCR4 est une protéine de 352 acides aminés exprimée à la surface d’une grande
variété de cellules hématopoïétiques comme les neutrophiles, les
monocytes/macrophages, les lymphocytes T et leurs précurseurs, les cellules
progénitrices CD34+ du sang et de la moelle osseuse, ainsi que les cellules
dendritiques (134-136). La liaison de $DF-1 à CXCR4 active plusieurs voies de
signalisation intracellulaire. Cette interaction exclusive mène à une augmentation
de la concentration de calcium intracellulaire et au chimiotactisme (déplacement
d’une cellule selon un gradient de chimiokines) (137). La surexpression de
CXCR4 à la surface d’une cellule épithéliale mammaire tumorale lui permet de
migrer du site primaire du développement de la tumeur, vers des organes
métastasiques qui sécrètent SDF-1, comme le foie, la moelle osseuse et les
poumons (132).
1.5.2.2 CCR5
L’expression de CXCR4 à la surface d’une cellule cible ne favorisait pas
l’infection de toutes les souches du VTH-1. En effet, la présence de ce corécepteur
rendait les cellules cibles permissives à l’infection par les souches adaptées au
laboratoire, mais pas par les souches d’isolats primaires. Ces dernières souches
devaient donc utiliser un autre co-facteur lors de l’entrée. En 1995, Cocchi et al.
ont démontré que les chimiokines RANTES, MIP-la et MIP-1f3, sécrétées par les
lymphocytes T CD8+, permettaient d’hihiber de façon dose-dépendante l’infection
par le VIH-1 (139). De plus, ces chimiokines ne bloquaient que les souches
d’isolats viraux primaires et non les souches adaptées. Au même moment, un
récepteur possédant les spécificités pour ces chirniokines fut identifié et nommé
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CCR5 (140-142). Ces études laissaient entrevoir l’implication de ce récepteur de
chimiokines dans l’entrée VIII-1. En l’espace de quelques semaines, cinq équipes
de chercheurs identifièrent CCR5 comme étant un corécepteur d’entrée du VIII-1
responsable de l’infection des macrophages (132, 143-146).
CCR5 est également un récepteur à 7 domaines transmembranaires couplé
aux protéines G, liant les chimiokines de types CC. Il est composé de 355 acides
aminés et est exprimé à la surface des cellules dendritiques dérivées du sang (136,
147), des cellules hématopoïétiques progénitrices CD34+ (148) et les lymphocytes
T CD4+ activés et mémoires (149, 150). Il est également exprimé sur les
thymocytes CD4+ et CD8+, et sur les cellules de Langerhans (151, 152). Il se
trouve finalement à la surface des macrophages et des lymphocytes T dans les
tissues lymphoïdes et non lymphoïdes. Comparativement à CXCR4, ce récepteur
peut lier avec haute affinité plusieurs chimiokines RANTES, MIP-la, MIP-1 3.
D’autres ligands comme MCP-3, MCP-4, MCP-1 et l’éotaxine lui sont aussi
associés (153). Ces chimiokines peuvent lier CCR5 à son domaine N-terminale
ainsi qu’aux première et deuxième boucles extracellulaires (154). Le domaine N-
terminale des chimiokines permet l’activation de CCR5 en liant des résidus situés
au niveau des domaines transmembranaires (structure appelée poche de liaison des
ligands; «ligand binding pocket »). Cette liaison induit un changement de
conformation du récepteur ayant pour effet de dissocier la protéine G qui lui était
liée (155). La protéine G activée ira à son tour activer la phospholipase C, générant
ainsi la production d’inositol-1,4,5-triphosphate et de diacylglycerol (156, 157).
Ces seconds messagers permettent l’augmentation de la concentration de calcium
intracellulaire ainsi que l’activation de la protéine kinase C. L’intemalisation de
CCR5 médiée par la 3-arrestine mène à l’inactivation du récepteur (154).
CCR5 est impliqué dans l’initiation de la réponse immune. Au site
d’infection, les cellules dendritiques et le macrophage s’activent et sécrètent les
chimiokines pouvant activer CCR5. Ceci a pour effet d’attirer les cellules
effectrices au site d’infection par chimiotactisme et ainsi de contrôler ou éliminer
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le micro-organisme en question (154). Les chimiokines RANTES, MIP-la, MIP
1 3 sont également impliquées dans les processus inflammatoires. Les lymphocytes
T spécifiques à un antigène et les cellules «natural killer» (NK) sécrètent ces
molécules (15$) qui attireront les lymphocytes T matures, les monocytes et les
cellules NK au site d’infection (159, 160).
Les souches virales utilisant le corécepteur d’entrée CCR5 sont
responsables de l’établissement de l’infection par le VIII-1. Des études de
génétique virale permirent de démontrer que les corécepteurs d’entrée n’ont pas
tous un rôle équivalent dans l’entrée du VIH-l. En 1996, Liu et al. démontrèrent
que des individus étant exposés à répétition au virus, sans être infectés, portaient
un polymorphisme génétique homozygote pour le corécepteur CCR5, ccr5A32
(161). Curieusement, cette mutation est retrouvée presque uniquement chez les
caucasiens (discuté dans (162)). Cette mutation se traduit par une délétion de 32
paires de base, introduisant un changement de cadre de lecture menant à l’arrêt
prématuré de la synthèse du récepteur (Figure 1.9). Le récepteur se dirige alors
vers la voie de dégradation des protéines au lieu de se retrouver à la surface
cellulaire. Par la suite, il fut démontré que les cellules de ces individus sont
résistantes à l’infection par des isolats viraux primaires utilisant le corécepteur
CCR5 (163). Les individus homozygotes pour ccr5A32 ne semblent avoir comme
phénotype que la résistance à l’infection par le VIII-1. L’ensemble de ces résultats
laissait supposer que CCR5 était le corécepteur majeur lors de l’établissement de
l’infection. Ce polymorphisme n’est toutefois pas un gage de protection à 100%,
tel que démontré dans plusieurs études (164-167). Les individus hétérozygotes
pour ccr5A32 semblent progresser plus lentement vers le stade SIDA que les
individus possédant le gène de type sauvage (16$-171).
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Figure 1.9 ccr5A32. (A) La délétion de 32 paires de bases dans le gène de CCR5
mène à un changement de cadre de lecture insérant un codon d’arrêt de traduction
prématuré. (B) Trois des 7 domaines transmembranaires de CCR5 sont absents.
La protéine est donc mal repliée et conduite dans la voie de dégradation. Tiré de
Janvier S. et Heveker N. (162).
1.5.3 TROPISME ET ÉVOLUTION PATHOLOGIQUE
Des observations sur le comportement in vitro des différents isolats viraux
primaires ont permis de classer les souches virales selon leur capacité à induire ou
non la formation de synticium entre une cellule infectée par le VIH- 1 et une cellule
saine (« syncitium inducing» ou «non syncitium inducing ») (172). Cette
terminologie fut modifiée à la suite de l’identification des corécepteurs d’entrée
CCR5 et CXCR4. Depuis ce temps, les souches virales sont classées selon le
corécepteur utilisé: R5 tropique, X4 tropique ou R5X4 tropique (dual tropique),
pour les souches qui utilisent l’un ou l’autre de ces corécepteurs (173).
Comme il fut discuté précédemment, l’établissement de l’infection se fait
majoritairement par les virus R5-tropique. Des études longitudinales in vivo ont
démontré que l’émergence des souches X4R5 et X4 survenait plus tard dans
l’évolution de la maladie (174, 175). La présence de souches X4 est généralement
liée à un déclin rapide du compte de lymphocytes T (176). Il est important de
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noter que l’absence de souche X4 n’est pas liée à une non progression (175, 177).
Le lien entre le tropisme et l’évolution de la maladie pourrait résider au niveau de
l’expression des corécepteurs à la surface des différentes lignées lymphocytaires
(Figure 1.10). Les lymphocytes T CD4+ activés et mémoires expriment à la fois
CCR5 et CXCR4 alors que les lymphocytes T CD4+ naïfs n’expriment que
CXCR4. L’émergence des souches X4 permet au virus d’attaquer à la source les
lymphocytes T CD4+.
X4 tropique R5 tropique
LcyteTivé
Lymphocyte T naïf Lymphocyte T mémoire
(X(R4 t CCR5 - (X( 114 t CCR5 +
Figure 1.10 Différentes cibles des souches X4 et R5 tropiques. Les lymphocytes
T CD4+ activés et mémoires expriment CCR5 et CXCR4. Les lymphocytes T
naïfs quant à eux n’expriment que le corécepteur CXCR4.
1.6 ENTRÉE DES RÉTROVIRUS COMME CIBLE THÉRAPEUTIQUE
Le développement de molécules ciblant l’entrée des rétrovirus nécessite
des connaissances approfondies sur les interactions entre les protéines d’enveloppe
virale et les récepteurs/corécepteurs. Une seule molécule ciblant l’entrée est
présentement employée dans un traitement antirétroviral. L’utilisation de
1’Enfuvirtide ou T20, une molécule qui bloque la fusion du VIH- 1, a été approuvée
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en 2003 pour un usage combinatoire avec d’autres antirétroviraux chez des
patients pour qui les traitements conventionnels ne sont plus efficaces (178).
1.6.1 DÉTAILS MOLÉCULAIRES
L’inhibition de l’entrée des rétrovirus pourrait se faire selon deux
approches. La première s’attaque directement au virus, en ciblant la protéine Env.
Elle serait efficace pour les rétrovirus qui possèdent peu de diversité de séquence
génétique, comme HTLV- 1 (179). En effet, on ne retrouve que 1 à 4% de variation
au sein de la séquence nucléotidique chez ce virus. Il serait alors intéressant de
développer des composés qui cibleraient la protéine SU de HTLV- 1 bloquant la
liaison avec le récepteur GLUT-1 ou le co-facteur NRP1. Par exemple,
l’identification du domaine de NRP1 responsable de cette interaction pourrait
mener, dans un premier temps, au développement de dérivés peptidiques bloquant
l’entrée. À ce jour, aucun inhibiteur antiviral n’a été développé pour contrer
HTLV-1.
Cette première approche s’est avérée peu efficace dans l’inhibition de
l’entrée du VIH-1. Ceci peut s’expliquer, en partie, par une grande diversité
génétique au sein des isolats viraux, qui peut atteindre jusqu’à 30% à l’intérieur du
gène codant pour l’enveloppe (179). Cette caractéristique nécessite donc une
deuxième approche selon laquelle les protéines cellulaires sont la cible. En effet,
l’entrée des rétrovirus peut être inhibée à l’aide de dérivés peptidiques ou de
petites molécules ciblant les récepteurs et corécepteurs. Ceux-ci peuvent agir
comme des agonistes, activant la fonction naturelle du récepteur (Figure 1.11). Ils
peuvent également inhiber cette activité en agissant comme des antagonistes. Par
exemple, TAK779, un inhibiteur d’entrée du VIH-1 ciblant CCR5, bloque le flux
calcique induit par la chimiokine RANTES (180). Finalement, ces agents
antirétroviraux pourraient être des agonistes inverses du récepteur. Il est donc
important de cormaître l’activité d’un inhibiteur d’entrée virale sur la fonction
33
naturelle du récepteur qu’il cible. Ceci permettra, en partie, d’anticiper les effets
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Figure 1.11 Effet des divers ligands sur l’activation des récepteurs cellulaires.
(a) L’agoniste active le récepteur alors que l’agoniste inverse réduit la proportion
de récepteurs actifs en absence de ligand. (b) L’antagoniste réduit l’effet des autres
ligands. Tiré de The State of G?CR Research in 2004 (181).
1.6.2 INHIBITEURS D’ENTRÉE CIBLANT LE RÉCEPTEUR DU VIH-1
La découverte de CD4 comme récepteur d’entrée du VIH-1 laissait
présager une nouvelle cible prometteuse pour bloquer l’infection de ce virus. En
effet, l’infection de toutes les souches virales, qu’elles soient X4, R5 ou X4R5
tropiques, nécessitent la liaison de la protéine virale SU à CD4. Bien que certaines
souches adaptées in vitro peuvent entrer directement dans la cellule cible en
absence de CD4 (182), il ne serait pas avantageux pour le virus d’utiliser ce mode
d’entrée puisqu’il deviendrait ainsi plus susceptible à la neutralisation par le
système immunitaire (183, 184).
De petites molécules ciblant CD4, comme la cyclotriazadisulfonamide
(CADA), ont été développées afin de bloquer l’entrée du VIH-1 (185). CADA
permet de bloquer l’entrée de souches virales adaptées au laboratoire et de souches




surface (186, 187). La liaison de CADA à CD4 mène à une baisse de la quantité de
ce récepteur à la surface cellulaire et intracellulaire. Cette activité est réversible,
l’expression en surface cellulaire de CD4 étant restaurée à un niveau normal suite
au retrait de la molécule (187). Ce mode d’action pourrait être envisageable pour
l’inhibition de l’entrée de HTLV- 1 par la neuropiline- 1 (voir section 1.4).
1.6.3 INHIBITEURS D’ENTRÉE CIBLANT LES CORÉCEPTEURS Du VIH- I
La première classe d’inhibiteurs d’entrée ciblant le corécepteur CCR5 est
composée des dérivés peptidiques synthétiques de RANTES. AOP-RANTES est
le premier de ces dérivés à avoir démontré une activité antirétrovirale intéressante
(188). Il inhibe l’entrée du VIH-1 en agissant comme compétiteur direct de CCR5,
en plus de favoriser l’internalisation du récepteur (189).
L’entrée par le corécepteur CCR5 peut également être inhibée par de
petites molécules. Le premier composé non-peptidique ciblant ce corécepteur a été
TAK779 (Takeda S.A.) (190, 191). 11 inhibe l’entrée de plusieurs souches R5
(avec des 1C50 d’environ 3nM) en bloquant la liaison de la gpl2O au corécepteur.
Les essais cliniques pour TAK779 ont été arrêtées à cause de complication au site
d’injection. La nouvelle génération de molécules développées par Takeda
comprend TAK22O et TAK652 (192, 193). Ces molécules permettent également
d’inhiber de façon dose-dépendante la réplication du VIH-1 en ciblant CCR5.
D’autres molécules, comme Vicriviroc (Schering-Plough Corporation) (194) et
Aplaviroc (Ono et GlaxoSmithKline) (195), furent par la suite développées. Les
études de phase clinique III pour Aplaviroc ont été arrêtées à cause de toxicité
hépatique. Vicriviroc est présentement en essai clinique de phase II. En ce
moment, la molécule la plus intéressante est Maraviroc, développée par Pfizer Inc
(196). Elle permet de bloquer, avec des 1C50 de l’ordre du nM, l’infection de
plusieurs souches R5 incluant, en plus des 200 isolats cliniques, 43 isolats
primaires provenant de plusieurs clades et de plusieurs régions géographiques.
Cette molécule est un antagoniste de CCR5 et il compétitiolme avec les
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chimiokines RANTES, MIP-lu et MIP-1f3. De plus, la combinaison de Maraviroc
avec les autres classes d’inhibiteurs montre un effet additif sur l’inhibition de la
réplication virale in vitro.
La principale inquiétude dans le développement d’inhibiteurs d’entrée
ciblant CCR5 est la pression sélective que pourrait induire de tels composés sur
l’émergence des virus X4 tropiques. L’émergence de telles souches pourraient
accélérer la progression vers le stade SIDA (voir section 1.5.3). Les résultats
découlant des essais cliniques de phase II pour Maraviroc, montrent une
augmentation du ratio de virus X4 tropique par rapport aux virus R5 tropiques
(197). Cette augmentation du ratio est due à une diminution du nombre de virus
R5 tropiques, et non à une augmentation de la quantité de virus X4 tropiques. La
quantité de virus X4 tropique est donc constante, même si la charge virale diminue
significativement chez les patients infectés. Ces résultats suggèrent que les
inhibiteurs d’entrée ciblant CCR5 ne favorisent pas l’émergence des souches X4
tropiques.
Plusieurs approches ont été tentées afin de bloquer l’entrée du VIH-l par
CXCR4. Le développement de dérivés de SDF-1 a permis d’inhiber l’infection de
souches X4 avec une activité antivirale (1C50) de l’ordre de lOjiM (198). Un
analogue de ces peptides a d’ailleurs permis de bloquer l’entrée du VIH-1 sans
interférer avec la fonction intrinsèque de CXCR4. De petites molécules non
peptidiques permettent également de bloquer l’entrée par CXCR4. L’AMD3 100
(AnorMED mc, Canada) inhibe sélectivement l’entrée par CXCR4 avec un 1C50 de
1-lOnM (199). L’AMD070 fait partie de la deuxième génération de molécules
ciblant CXCR4 développées par AnorMED. Elle est maintenant en essai clinique
de phase Ib/IIa (200).
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1.7 MoDÈLEs EXPÉRIMENTAUX IN VITRO POUR L’ÉTUDE DE L’ENTRÉE
DES RÉTROVIRUS
Plusieurs modèles expérimentaux ont été mis au point afin d’étudier
l’entrée des rétrovirus dans une cellule cible. Ces systèmes ont permis d’identifier
les récepteurs d’entrée des rétrovirus ainsi que les domaines et résidus de ceux-ci
responsables de l’interaction avec les protéines d’enveloppe virale. Parmi ces
modèles expérimentaux, on compte les lignées cellulaires exprimant un gène
rapporteur et les pseudotypes viraux.
1.7.1 MoDÈLEs CELLULAIRES RAPPORTEURS
Les lignées cellulaires rapporteuses permettent de quantifier les niveaux
d’infection d’un virus. Elles expriment, en plus des récepteurs d’entrée, un gène
rapporteur dont l’expression est sous le contrôle du promoteur du virus d’intérêt.
Ces gènes codent pour des protéines facilement détectables in vitro, telle la
-
galactosidase ou la luciférase. L’activité de ces deux enzymes peut être mesurée à
l’aide d’essais colorimétriques. Ce modèle expérimental nécessite l’utilisation de
particules virales infectieuses, qu’elles soient extraites d’isolats primaires ou
produites in vitro. L’expression endogène des récepteurs/corécepteurs à la surface
des lignées cellulaires rapporteuses doit également être connue avant
d’entreprendre l’étude de l’entrée virale. Les études portant sur l’identification du
récepteur de HTLV-1 furent ralenties, en partie, par le fait que les particules
virales de HTLV- 1 sont peu infectieuses et difficilement produites in vitro (voir
section 1.4). Cette contrainte ne permet pas de tirer avantage de ce système
expérimental.
Les particules virales du VIH-1 sont quant à elles suffisamment
infectieuses in vitro pour envisager le développement de cellules rapporteuses. De
plus, le tropisme restreint aux cellules exprimant CD4 et les corécepteurs permet
l’utilisation de cellules non-permissives à l’infection. il est donc possible
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d’exprimer dans ces cellules, en plus d’un gène rapporteur, le récepteur et l’un ou
l’autre des corécepteurs du VIH-1. Ces cellules permettent entre autres de
déterminer le tropisme des souches virales et de tester la sélectivité d’inhibiteurs
ciblant les corécepteurs CXCR4 ou CCR5. Labrosse et al. utilisèrent ce système
afin d’étudier la sélectivité de l’AMD3 100, un inhibiteur d’entrée ciblant CXCR4
(199). Ils ont employé la lignée cellulaire astrocytaire humaine U373MG qui, de
façon endogène, n’exprime ni CD4, ni les corécepteurs CCR5 ou CXCR4. Ils ont
transfecté ces cellules de façon stable avec une cassette d’expression codant pour
le gène rapporteur lacZ, dont l’expression est sous le contrôle du promoteur LTR
du VIH-1. Ces cellules ont également été transfectées de façon stable avec un
plasmide codant pour CD4 et avec l’un ou l’autre des plasmides codant pour le
corécepteur CXCR4 ou CCR5. Ils obtinrent ainsi deux lignées cellulaires
identiques, à l’exception du corécepteur d’entrée exprimé à leur surface. Ces
cellules, nommées U373MG X4.15 et U373MG R5.3, furent utilisées afin de
démontrer que le composé AMD3IOO inhibait sélectivement l’entrée des souches
X4 tropiques du VIH-l. Elles ont également été utilisées dans notre étude afin
d’identifier des composés inhibant l’entrée du VIH-1 en ciblant le corécepteur
CCR5.
1.7.2 PsEuD0TYPEs VIRAUX
L’identification des protéines GLUT-1 et NRP1 comme facteurs favorisant
l’entrée de HTLV-1 a été possible grâce à la production de pseudotypes viraux
portant l’enveloppe de HTLV-l ou HTLV-2 (85, 100). Les pseudotypes sont des
particules virales infectieuses, qui ne peuvent se répliquer dans la cellule cible
puisqu’elles ne transportent que le gène rapporteur. Le génome viral n’est donc
pas encapsidé dans les pseudotypes viraux. ils sont composés des protéines de
structure et enzymes d’un rétrovirus dont la réplication est efficace in vitro,
comme VSV ou MLV. Les protéines d’enveloppes peuvent provenir d’un autre
virus, dans ce cas-ci, HTLV-1 ou HTLV-2. Il est ainsi possible de produire deux
particules virales identiques, à l’exception des protéines d’enveloppe.
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Comparativement au modèle expérimental précédent, le gène rapporteur est
présent dans les pseudotypes viraux et non dans la cellule cible. Les particules
virales sont produites en co-transfectant le plasmide codant pour le génome de
VSV ou MLV dans lequel le gène env fut délété, le gène rapporteur ÏacZ et un
plasmide codant pour l’enveloppe du virus d’intérêt.
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1.8 BUT DE L’ÉTUDE
L’entrée des rétrovirus est une cible thérapeutique très intéressante. Le
développement d’agents antirétroviraux dirigés contre les récepteurs d’entrée
passe par la compréhension au niveau moléculaire des interactions entre les
protéines de la cellule cible et l’enveloppe virale. Notre étude porte sur deux
étapes du processus menant au développement de composés antiviraux la
caractérisation du domaine d’interaction entre un récepteur d’entrée et SU et le test
de composés ciblant l’entrée.
Tout d’abord, nous voulions caractériser le domaine de la neuropiline-1
(NRP1) responsable de l’interaction avec l’enveloppe de HTLV-1. Nos
collaborateurs ont récemment démontré que ce récepteur lie la protéine SU de
HTLV-l en plus de favoriser l’entrée de pseudotypes portant l’enveloppe de
HTLV-l ou HTLV-2 (100). Des mutants de NRP1 portant des délétions pour les
différents domaines extracellulaires nous ont permis d’étudier l’interaction avec
SU. Il serait ensuite possible de produire ce domaine d’intérêt sous forme soluble
afin de tenter de bloquer l’entrée du virus dans une cellule cible.
En parallèle, nous nous sommes intéressés au pouvoir antiviral de
molécules identifiées comme inhibiteur de CCR5, un corécepteur à l’entrée du
VIH-l. Ces molécules, identifiées dans une étude de criblage à haut débit,
inhibent le flux calcique induit par la chimiokine RANTES (201). Nous avons
testé ces molécules dans un système de cellules rapporteuses afin d’identifier
celles qui démontrent une activité antivirale sélective pour le corécepteur CCR5.
Ces molécules pourraient servir de base dans le développement de composés plus
actifs et plus sélectifs.
2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
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Culture cellulaire, transfections et plasmides
Les cellules adhérentes HEK293T, Hela P4, U373MG X4.15 et U373MG
R5.3 ont été maintenues en culture dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (GIBCO) enrichi avec 10 % sérum de veau foetal (Cansera International
mc), 100 unités/mL de pénicilline et streptomycine et 2mM de L-glutamine
(GIBCO). Les cellules Hela P4 expriment de façon stable CD4, CXCR4 et le gène
rapporteur lacZ sous le promoteur LTR du VIH- 1. Les lignées cellulaires
U373MG X4.15 et U373MG R5.3 ont d’abord été transfectées de façon stable
avec un plasmide codant pour CD4 et une cassette d’expression contenant le gène
rapporteur lacZ sous le promoteur LTR du VIH-1 (199). Elles ont ensuite été
transfectées de façon stable avec CXCR4 (U373MG X4.15) ou avec CCR5
(U373MG R5.3). La 3-galactosidase possède une séquence de localisation
nucléaire permettant de différencier les cellules infectées de celles qui sont non
infectées. Les cellules HEK293T et Hela P4 ont été transfectées à l’aide de la
polyéthylenimine (PEI).
Le plasmide pSecTagA-sNRP 1 qui code pour la neuropiline- 1 sous forme
soluble (sNRP1) possède un site de multiclonage flanqué en aval et en amont de
séquences codant pour des épitopes immunologiques (gracieusement fourni par
Claudine Pique, Hôpital Saint-Louis, Paris). Ainsi, il permet de fusionner à
l’extrémité N-terminale un épitope immunologique HA, et deux épitopes
immunologiques à l’extrémité C-terminale, cMyc et His-6. Les plasmides codant
pour CMV-HTLV-SU et CMV-HTLV-1-Env-Stop, utilisés pour la co
immunoprécipitation, ont également été fournis par Claudine Pique. Le plasmide
CMV-HTLV-1-Env-Stop possède un codon d’arrêt avant le gène env. Il a servi de
contrôle négatif pour l’expression du gène d’enveloppe (81, 100). Les plasmides
MLV-AEnv, HTLV-2-Env, A-MLV-Env et WLacZ, permettant la production des
pseudotypes HTLV-2 et A-MLV, ont été gracieusement fournis par M. Sitbon
(Montpellier, France).
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Construction des nmtants du récepteur neuropiline-1 (NRFI)
Les mutants de NRP1 soluble (sNRP1) et de type sauvage ont été obtenus
par mutagenèse dirigée selon la méthode classique de Kunkel (202). La matrice
simple brin de pSeclagA-sNRPY a été produite à l’aide du phage M13K07 (New
England Biolabs). Les mutants portent des délétions complètes des domaines
extracellulaires ai, a2, a (aï + a2), b et C. Deux approches ont été employées pour
créer les mutants de délétion. La première, utilisée pour les mutants alet a2,
consiste à utiliser une seule amorce couvrant les régions en amont et en aval de la
région à déléter (Figure 2.i). L’appariement d’une telle amorce avec le vecteur
pSecTagA-sNRP1 simple brin a pour effet d’insérer une boucle correspondant au
domaine à déléter. Les séquences de ces amorces sont les suivantes : Aal, 5’GGT
GCT GTA TAG TIC TAG AAC AGC GAG CGT AGI CTG GGA CG3’; Aa2,
5’CCA TGC CCA GAG CCI CCA TAC ATT CTG GCC dc TCT TGA AGA
TTT C3’. La deuxième approche, utilisée pour les mutants a, b et c, implique deux
amorces s’appariant avec la région en amont ou en aval de la région à déléter
(Figure 2.2). Chacune de ces 2 amorces possède un site de restriction Age!
permettant l’excision du domaine d’intérêt. Les séquences des oligonucléotides
sont les suivantes: Aa start 5’TTA TAG 1CC CGC CAC ATT TAC CGG TGC
GAG CGT AGT CTG GGA CGT CG3’; end 5’ CCA TGC CCA GAG CCT CCA
TAC AAC CGG TAT CTT CAG AGA TGC IGC ICT G3’; Ab start 5’ CCC
AGA GCC TCC ATA CAA CCG GTC TTG AAA ICT TCA GAG AIG C3’;
end 5’ CCC AIT GGG TGI CGT GGG TCC ACC GGI AGG CAC TIC TAC
TIC ACA GCC C3’; Ac start 5’ GAG TTC CCG ACA TAC GGA CCG GTC
IGC GAG ITT GGC IGG G3’; end 5’CTA GGT CIG ITG GTT ITG CAA
CCG GIT CCIG AGG AAI GTG GTT G3’. Les mutants de NRPi de type
sauvage ont été construits en ajoutant le domaine transmembranaire, excisé du
vecteur pCDNA3-NRPi par les sites EcoRV, à sNRP1 et aux mutants (Figure
2.2). Le codon d’arrêt de traduction, présent en aval de la séquence codant pour le
domaine transmembranaire de NRP 1, ne permet plus de fusionner les épitopes
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HA • cMyc • l-lis6
Figure 2.1 Schéma de la mutagenèse dirigée pour les mutants Aal et Aa2. Les
mutants portant des délétions des domaines al ou a2 ont été créés à l’aide d’une
seule amorce reconnaissant l’amont et l’aval du domaine d’intérêt. Il se forme
alors une boucle qui correspond au domaine d’intérêt. La construction du mutant




























HA cMyc • His6
Figure 2.2 Schéma de la mutagenèse dirigée pour les mutants Aa, Ah, Ac. Les
mutants sNRP1 portant des délétions pour les domaines a, b et c ont été créés à
l’aide de deux amorces qui reconnaissent les séquences en amont ou en aval du
















Figure 2.3 Schéma du clonage du domaine 1M dans le vecteur pSeclagA
sNRP1. Le domaine transmembranaire (TM) a été excisé du plasmide pCDNA3-
NRP 1 1M par le site de restriction EcoRV pour &re introduit dans le plasmide
pSeclagA-sNRPÏ (site unique EcoRV). Un codon stop fut également inséré en








106 cellules HEK293T transfectées avec 3 tg de NRP 1 TM ou les mutants
sont récupérées à l’aide d’une solution de PBS (phosphate-buffered saline) 24
heures après la transfection. Elles sont ensuite incubées avec un premier anticorps
monoclonal anti-HA (surnageant de l’hybridome 12CA5, 45 minutes à 4°C).
Deux lavages avec du PBS précèdent le marquage avec le deuxième anticorps
FITC-labeled goat anti-souris (BD) (1:100 dans PBS + SVF 2% , 30 minutes à
4°C). Suivant les 2 derniers lavages, les cellules sont resuspendues dans du PBS +
formaldéhyde 1%. Finalement, l’intensité de la fluorescence à la surface des
cellules est mesurée grâce à la cytométrie en flux à l’aide de l’appareil
FACSCalibur flow cytometer (3D Bioscience).
$DS-PA GE et immunobuvardage de type Western
106 cellules HEK293T ont été mises en culture et transfectées avec 2Ig de
sNRP1 ou les mutants Aa, Aal, Aa2, Ab, Abi, Ab2 et Ac. Les cellules sont
récupérées avec du PBS 24h post-transfection. Elles sont ensuite resuspendues
dans du tampon de lyse (Tris pH $ 2OmM, NaCl l2OmM, EgTA 0,2mM, NaF
0,2mM, Sodium déoxycholate 0,2% Nonidet P-40 0,5%). Un mélange de
protéases est ajouté au tampon de lyse (Sigma-Aldrich). Les protéines ont été
ensuite dosées à l’aide de la méthode de Lowry et al. (203) (DC Protein Assay,
Bio-Rad). 35tg de protéines ont été migrées par électrophorèse sur gel de
polyacrylamide 7,5% en présence de sodium dodécylsulfate ($DS-PAGE). Les
protéines sont transférées sur une membrane de polyvinyle (PVDf; Roche) qui est
ensuite bloquée durant la nuit (4°C) avec du PBS contenant 0,2% de TWEEN-20
(Rockland) et 1% d’albumine de sérum bovin (BSA). Elle est ensuite incubée
pendant 60 minutes avec un premier anticorps de souris anti-HA monoclonal
12CA5 dilué 1:10 dans du PBS contenant 0,2% de TWEEN-20 (Sigma-Aldrich).
Suivant les 4 lavages avec du PBS-TWEEN 0,2%, la membrane est mise en
présence d’un anticorps anti-souris couplé à la péroxidase (1:5000) (Jackson) et
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incubée 60 minutes. Quatre autres lavages sont nécessaires. La révélation se fait à
l’aide du kit Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche).
Les mutants Aal, Aa2, Ab et Ac furent également détectés à l’aide d’un
anticorps anti-cMyc. La membrane de polyvinyle fut lavée de l’anticorps anti-HA
( stripping »). Elle fut incubée dans une solution composée de 62,5mM de
tampon tris-glycine, 2% sodium dodecyl sulfate et 0,014% d’acide 3-hydroxy-
aipha-mercapto-beta-methylcinnamic. La membrane est incubée pendant 30
minutes à 50°C avec rotation. Elle est ensuite lavée 3 fois avec de l’eau bidistillée
et incubée avec la solution de bloquage à 4°C pour la nuit. La détection de sNRPI
et des mutants se fait à l’aide de l’anticorps de souris anti-cMyc monoclonal 9E10
(surnageant de l’hybridome) et d’un anticorps anti-souris couplé à la péroxidase
(1:5000) tel que décrit ci-haut.
Co—Iniinunoprécipitation
106 cellules HEK293T ont été mises en culture et transfectées avec 3jig de
pCDNA3 ou co-transfectées avec 1,5ig de plasmide codant pour HTLV-l-SU ou
Env-stop et 1,5tg de plasmide codant pour sNRP1 et les mutants. Les cellules sont
récupérées avec du PBS 24h post-transfection pour être ensuite incubées avec le
tampon de lyse. Le lysat est incubé pour la nuit (4°C, inversion) avec un pool de
sérum de patients infectés par HTLV-1 (3%) (gracieuseté de Claudine Pique,
Hôpital Saint-Louis, Paris). La précipitation du complexe HTLV-1 $U-sNRP1 a
été faite avec des billes d’agarose liées aux protéines A/G (Calbiochem) (4°C,
inversion, pour la nuit). Le précipité est ensuite lavé 4 fois avec le tampon de lyse
et les complexes sont déstabilisés par une incubation dans le tampon de migration
(fermentas) + 10% d’acide 3 -hydroxy-alpha-mercapto-beta-methylcinnamic
(Sigma-Aldrich) pendant 45 minutes à 37°C. Les lysats migrent par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide 7,5% en présence de sodium
dodécylsulfate (SDS-PAGE). Les protéines sont transférées sur une membrane de
PVDf (Roche) qui est ensuite bloquée durant la nuit (4°C) avec du PBS-TWEEN
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(Rockland) 0,2% contenant 1% de BSA. Elle est ensuite incubée pendant 60
minutes avec un premier anticorps de souris anti-Myc monoclonal 9110 dilué 1:10
dans du PBS-TWEEN 0,2%. Suivant les 4 lavages avec du PBS-TWEEN 0,2%, la
membrane est mise en présence d’un anticorps anti-souris couplé à la péroxidase
(1:5000) (Jackson) et incubée 60 minutes. Quatre autres lavages sont nécessaires.
La révélation se fait à l’aide du kit Lumi-Liglit Western Blotting Substrate (Roche)
et d’un film Kodak BioMax XAR. sNRPlwt et les mutants sont détectés à J’aide
d’un anticorps de souris anti-HA 12CA5 et d’un deuxième anticorps couplé à la
péroxidase. L’immunobuvardage de type Western s’effectue de la même façon que
ci-haut.
Production de pseudotypes HTL V-2 et infection
Les pseudotypes viraux MLV possédant l’enveloppe virale de HTLV-2 ou
A-MLV ont été produits par transfection des vecteurs MLV-AEnv, HTLV-2-Env
ou A-MLV-Env et WLacZ dans des cellules HEK293T comme décrit
précédemment (204). Les pseudotypes furent recueillis 24h post-transfection et
filtrés sur un filtre Acrodisc 25mm Sering filter de 0,45!im (Pall Corporation).
Ces virions ont été utilisés afin d’infecter des celluJes exprimant de façon
transitoire NRP 1. Brièvement, 106 cellules HEK293T ont été mises en culture et
transfectées avec 3tg de pSecTagA-NRP1 de type sauvage ou par le vecteur
contrôle pCDNA3. 24h post-transfection, ces cellules furent infectées par lmL de
pseudotypes HTLV-2 ou A-MLV, fraîchement recueillis. 4$h post-infection, les
cellules ont été fixées et l’activité de la f3-galactosidase fut quantifiée à l’aide d’un
test au 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranoside ou X-Gal (205). La f3-
galactosidase hydrolyse le substrat X-Gal pour produire du galactose et le 4-
chloro-3-bromo-indigo. Ce dernier forme un précipité de couleur bleu intense dans
les cellules. Brièvement, les cellules ont été fixées à l’aide d’une solution de PBS
contentant 0,5% de glutaraldéhyde (5 minutes à température ambiante). Les
cellules ont ensuite été incubées avec une solution contenant 200ig/mL de X-Gal
(Fermentas), 4mM de ferricyanure de potassium (K3F(CN)6), 4mM de
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fenocyanure de potassium (K4F(CN)6), 2mM de dichioromagnésium (MgCY2).
L’incubation se fait à 30°C pour la nuit. Les cellules bleues sont ensuite comptées
à un grossissement de 50X (photographies) ou 100X (comptage).
Préparation du plasmide d’expression portant le provirus du VIN-189.6
La préparation des plasmides d’expression portant les provirus du VIH-1
est une étape délicate. Afin d’éviter la délétion de segments du provirus viral, les
préparations bactériennes doivent être cultivées dans 5OmL de Luria Broth, à
30°C, pendant 36 heures, avec agitation de l2Orpm et aération. Le vecteur p89.6
(145, 206, 207) (NIH AIDS Research and Reference Program. Division of AIDS,
NIAID, Nul), isolé et purifié par midi prep (Wisent), a été analysé par restriction
enzymatique (Agel) afin de s’assurer de son intégrité.
Production de particules vii-ales VIH- 189.6
5.5 x 106 cellules Hela P4 ont été mises en culture dans des flacons de
culture 75cm2 et transfectées avec 25.ig de provirus VIH-1896. Les surnageants
contenant les virus ont été récoltés 4$h post-transfection et filtrés (aliquots de
lmL, congelé à -80°C avant utilisation). Des cellules U373MG X4.15 et U373MG
R5.3 ont été infectées avec des dilutions croissantes de virus afin de doser
l’infectivité de celui-ci. Les dilutions optimales de virus pour l’infection des
cellules U373MG X4.15 et U373MG R5.3 sont 1:100 et 1:64 respectivement. Ces
concentrations correspondent à 90% de l’infection maximale et fournissent la
sensibilité nécessaire pour les tests antiviraux subséquents.
Test d’inhibition de l’ii?fection par VIN-189.6
Les molécules EGCG, TD, TM, 446, 693, 446 et RK2 proviennent de 2
banques commerciales de composés : Chembridge (San Diego, CA. USA) et
MicroSource Discovery (Gaylordsville, CI, USA). Les cellules U373MG X4.15
et U373MG R5.3 ont été mises en culture dans des plaques 96 puits. Le jour
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suivant, les molécules ont été mises en présence des deux types cellulaires 15
minutes avant l’infection (duplicata, 20!IM dans du DMEM complet). La
concentration des molécules varie de 78,l25nM à 2OjiM (dilutions en séries 1:2).
100tL de VIH-189.6 a été ajouté dans chacun des puits à des dilutions telles que
présentées ci-haut. Les cellules ont été lysées 48h post-infection dans un tampon
composé de 0,2% Triton-XlOO (VWR) et de PBS, pour être ensuite congelées à
-
20°C afin de briser les noyaux. L’activité de la 3-galactosidase fut quantifiée à
l’aide d’un test au chlorophenol red-3-D-galactopyranoside (CPRG). Cette
molécule sert de substrat à la 3-galactosidase qui la convertit en galactose et
chlorophénol rouge, un chromophore produisant une couleur rouge foncé.
Brièvement, lOOjiL d’une solution de CPRG 2X contenant 0,4l2rnM de CPRG
(Roche), 0,2% de Triton-X 100 et 0,1% d’acide 3 -hydroxy-alpha-rnercapto-beta
methylciimamic dans du PBS, a été ajouté au lysat cellulaire. Les lysats sont
incubés à 30°C pendant 4 heures. Le chlorophénol rouge est dosé à l’aide d’un
spectrophotomère à une longueur d’onde de 570nm.
3. RÉSULTATS ET DISCUSSiON SUR LA
CARACTÉRISATION DU DOMAINE D’INTERACTION
ENTRE LA NEUROPILINE-1 ET HTLV-1 SU.
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La première partie de notre étude porte sur la caractérisation de NRP1 en
tant que co-facteur à l’entrée de HTLV-1. Nous voulions d’abord mesurer l’impact
de l’expression de NRP1 sur l’infection d’une cellule cible infectée par des
pseudotypes HTLV-2. Ce système est efficace pour étudier l’entrée de virions
libres, surtout lorsque la production et l’infectivité des particules virales de type
sauvage est faible, comme c’est le cas pour HTLV-l (68). Dc plus, le partage du
même récepteur d’entrée pour HTLV-1 et HTLV-2 (97) nous permet d’extrapoler
nos résultats obtenus pour les pseudotypes portant l’enveloppe de HTLV-2. Notre
deuxième objectif était d’identifier le domaine extracellulaire de NRP1
responsable de l’interaction avec la protéine d’enveloppe de HTLV-2. Nous avons
donc introduit des mutations de délétion dans les différents domaines du récepteur
de type sauvage et soluble. Ces mutants ont ensuite été caractérisés par cytométrie
en flux ou par immunobuvardage de type Western. Une fois caractérisés, les
mutants solubles ont été utilisés dans une étude de coimmunoprécipitation afin
d’identifier un ou des domaines de NRPÏ responsables de l’interaction avec
HTLV- 1 SU. Nous voulions identifier un mutant qui perdait la capacité à lier cette
protéine virale.
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3.1 L’ExPREssIoN DE NRP1 À LA SURFACE CELLULAIRE FAVORISE
L’ENTRÉE DE PSEUDOTYPES HTLV-2
Un des problèmes techniques majeurs lors de l’étude de l’entrée de HTLV
1 est le faible niveau d’infectivité des particules virales. Cette particularité, qui est
due à l’inefficacité de la maturation du précurseur d’enveloppe gp6l, s’applique à
HTLV- 1 mais pas à HTLV-2. Comme ces rétrovirus semblent partager le même
récepteur d’entrée (97), l’utilisation de particules virales possédant l’enveloppe de
HTLV-2 permet de surmonter cette contrainte.
Dans notre étude, le premier objectif était de mesurer l’impact de
l’expression de NRP1 sur l’infection de cellules cibles par HTLV-1. Nous avons
donc produit des pseudotypes viraux composés des protéines de structure et
enzymes du virus de la leucémie murine (MLV) et des protéines d’enveloppe de
HTLV-2 ou A-MLV (85). Ces particules virales possèdent également le gène
rapporteur ÏacZ codant pour la -galactosidase. A-MLV, qui infecte la majorité
des lignées cellulaires, est utilisé comme contrôle positif à l’infection. Ce virus
utilise le transporteur de phosphate Na-dépendant Pit-2 comme récepteur (59, 60).
Les figures 3.1A et B montrent que les cellules transfectées avec NRP1
sont plus sensibles à l’infection par les pseudotypes HTLV-2 que les cellules
transfectées avec le plasmide contrôle pCDNA3, à un ratio de 1,88 fois. Ce ratio a
été mesuré en faisant la moyenne du nombre de cellules exprimant la f3-
galactosidase (cellules bleues) pour 5 champs de vision. Le taux d’infection des
pseudotypes A-MLV est constant entre les cellules exprimant ou non NRP 1. Ceci
démontre que l’augmentation de l’infection par les pseudotypes HTLV-2, décrite
ci-haut, est due à l’expression de NRP1 et non à l’enveloppe virale. Ces résultats
sont consistants avec les travaux de nos collaborateurs qui obtinrent une
augmentation de l’infection par les pseudotypes HTLV-2 d’environ 2,2 fois dans






Figure 3.1 NRP1 est impliquée lors de l’entrée des pseudotypes HTLV-2. Des
pseudotypes viraux MLV portant l’enveloppe de HTLV-2 ou A-MLV ont été
utilisés afin d’infecter des cellules HEK293T transfectées ou non avec NRP1. (A)
Les cellules bleues correspondent aux cellules infectées par les pseudotypes
portant l’enveloppe A-MLV ou HTLV-2 (grossissement 50X). (B) L’effet de la
surexpression de NRP1 sur l’infection de cellules HEK293T par des pseudotypes
HTLV-2 a été quantifié en comptant le nombre moyen de cellules exprimant la
-
gatactosidase pour 5 champs de vision. Les résultats sont exprimés en nombre
relatif de cellules transfectées par NRP1 qui ont été infectées par les pseudotypes
A-MLV ou HTLV-2 en fonction du nombre de cellules transfectées par pCDNA3





3.2 CoNsTRucTIoN DES MUTANTS DE LA NEUROPILINE-1 DE TYPE
SAUVAGE (NRP1) ET SOLUBLE (sNRP1).
Nous avons poursuivi l’étude de l’entrée virale de HTLV-Ï via le récepteur
NRP1 en caractérisant le domaine de ce récepteur responsable de l’interaction
avec la protéine d’enveloppe SU de HTLV-1. Pour ce faire, nous avons fait des
mutations de délétion par la méthode de Kunkel (202) des domaines
extracellulaires de NRP1. Les domaines délétés sont les suivants : al (acides
aminés 27 à 141), a2 (147-265), a (27-265), b (271-583) etc (645-811). La figure
3.2A représente les mutants de sNRP. Les masses moléculaires attendues pour ces
mutants sont: Aal=lO5kDa, Aa2lOOkDa, Aa=$5kDa, tb=75kDa et Ac=95kDa.
Les mutants de NRP1 possédant le domaine 1M, représentés à la figure 3.28, ont
été obtenus en insérant l’ADN complémentaire codant pour le domaine
transmembranaire dans les plasmides codant pour les mutants de sNRP1. Cette







Figure 3.2 Schéma des différents mutants NRPJ. La délétion des différents
domaines extracellulaires de sNRP1 (A) a été faite par mutagenèse dirigée selon la
méthode de Kunkel. Les mutants sont sNRP1 Aal (acides aminés 27 à 141), Aa2
(147-265), Aa (27-265), Ab (271-583) et Ac (645-811). B) Les mutants du
récepteur NRP1 ont été créés en clonant le domaine transmembranaire dans les


















3.3 DÉTECTION DES MUTANTS DE NRP1 À LA SURFACE CELLULAIRE
PAR CYTOMÉTRIE EN FLUX
Les niveaux d’expression des mutants du récepteur WT ont été quantifiés
par cytométrie en flux. Nous avons utilisé l’anticorps monoclonal 12CA5 suivi
d’un deuxième anticorps couplé à la fluorescéine. Premièrement, les résultats
montrent que l’augmentation de la quantité de NRP1 transfectée résulte en une
augmentation du niveau de détection de NRP1 à la surface cellulaire (figure 3.4a).
Les voies de traduction de protéines et de transport à la surface cellulaire ne sont
donc pas saturées. Deuxièmement, l’expression relative des mutants de NRPI à la
surface cellulaire est représentée à la figure 3.3b. Nous avons transfecté 2jig
d’ADN codant pour NRPI et les mutants. La délétion des différents domaines
extracellulaires de NRP1 n’a pas d’effet sur la détection du récepteur à la surface
cellulaire. De plus, leur densité est comparable à celle du récepteur NRP1 sauvage,
ce qui suggère ici encore que la voie de production des protéines n’est pas saturée.
Ces expériences (figures 3.4 a et b) n’ont été fait qu’une fois.
Les différents mutants sont présentement utilisés par nos collaborateurs, le
Dr Claudine Pique (Hôpital Saint-Louis, Paris, France) et le Dr Kathryn S. Jones
(SAIC-Frederick, Frederick, MD, USA). Ils s’intéressent à l’impact de
l’expression de ces mutants à la surface d’une cellule sur le niveau d’infection de
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Figure 3.3 Expression à la surface cellulaire de NRP1 et des mutants Aal,
Aa2, Aa et Ah. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec 0, 0,1; 0,25; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0 ou 3,Ojig de NRP1 (A) ou avec 2p.g de NRP1 ou mutant (B).
L’expression en surface cellulaire a été détectée à l’aide d’un anticorps
monoclonal anti-HA 12CA5 suivi d’un anticorps couplé à la fluorescéine (GAM
FITC). La densité des récepteurs a été déterminée grâce à la cytométrie en flux.
Les résultats sont présentés en fluorescence relative par rapport au contrôle
pCDNA3. CTL = contrôle; MFI = intensité moyenne de fluorescence (MfI).
0,00 0,10 0,25 0,50 1,00 1,50 2,00 3,00
Quantité d’ADN de NRP1 transfecté (pg)
59
3.4 CAi&cTÉmsATIoN DES MUTANTS DE sNRP1 PAR
IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WEsTE1
Les mutants de sNRP1 ont été caractérisés par immunobuvardage de type
Western. Les cellules HEK293T ont été transfectées avec le plasmide contrôle
pCDNA3, sNRPÏ ou les mutants a, ai, a2, b ou e. Les protéines ont été séparées
par électrophorêse sur un gel de polyacrylamide 7,5% dans des conditions
dénaturantes (SDS-PAGE). Elles furent ensuite transférées sur une membrane de
polyvinyle et détectées à l’aide d’un premier anticorps monoclonal anti-HA
12CA5 et d’un deuxième anticorps couplé à la peroxydase.
La figure 3.4A montre l’expression de sNRP1 et des mutants Aa, Aal, Aa2,
Ab et Ac (pistes 2 à 7). sNRP1 de type sauvage migre à une masse moléculaire de
1 t5kDa (piste 2), 25kDa de moins que le récepteur de type sauvage (105). Les
mutants Aal (piste 4) et Aa2 (piste 5) migrent à une masse moléculaire de 110 et
lOOkDa respectivement. Le mutant Ab possède une masse moléculaire d’environ
7OkDa (piste 6) alors que le mutant Ac migre à un poids moléculaire d’environ
lOOkUa (piste 7). Dans toutes ces pistes, deux bandes sont retrouvées à $0 et
9OkDa. Ces deux bandes sont également retrouvées dans les lysats des cellules
transfectées avec le plasmide contrôle pCDNA3 (piste 1). Il s’agit donc de
protéines cellulaires reconnues de façon non spécifique par l’anticorps monoclonal
anti-HA 12CA5. Ces deux bandes rendent difficile l’identification des bandes
correspondant aux mutants Aal, Aa2 et Ac puisque ces dernières sont attendues
dans cette région. Pour contrer cet inconvénient, la membrane de polyvinyle fut
lavée des anticorps 12CA5 qui y ont été fixés (< stripping ») et les protéines furent
de nouveau détectées à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-cMyc 9E10. La
figure 3.4B montre l’expression de sNRPY et des mutants Aal, Aa2, Ah et Ac
(pistes 2, 4 à 7). L’anticorps 9E10, comparativement à l’anticorps 12CA5, ne
détecte pas les protéines à 80 et 9OkDa. L’identification des mutants Aal, Aa2, et
Ac est alors plus facile. La figure 3.4B montre également que la construction du
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mutant Aa utilisée lors de cette première expérience n’est pas bonne. En effet,
aucune protéine n’est détectée dans la piste correspondant à ce mutant (piste 4).
Nous avons donc repris la construction de ce mutant par mutagenèse dirigée et
nous l’avons caractérisée de nouveau par immunobuvardage de type Western
(Figure 3.4C). Nous avons utilisé l’anticorps anti-HA 12CA5 pour détecter sNRP1
et le mutant Aa. Ce dernier résultat montre que le mutant Aa possède un poids
moléculaire de 8OkDa (indiqué par la flèche rouge). Les bandes non spécifiques
retrouvées à la figure 3.4A sont également présentes à la figure 3.4C. La détection
du mutant Aa n’a pas été effectuée à l’aide de l’anticorps anti-cMyc 9E10. Les
masses moléculaires obtenues pour les mutants, suite au SDS-PAGE et à
l’immunobuvardage de type Western, sont équivalentes à celles attendues.
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Figure 3.4 Caractérisation des mutants ai, a2, b et C de sNRPJ par
immuobuvardage de type Western. A) Des cellules HEK293T ont été
transfectées avec pCDNA3 (piste 1), sNRPÏ (piste 2) ou les mutants Aa, Aal, Aa2,
Ab et Ac (pistes 3 à 7 respectivement). Les protéines furent séparées par
électrophorèse sur gel de polyacrylamide dans des conditions dénaturantes (SDS
PAGE). Elles furent ensuite transférées sur une membrane de polyvinyle et sNRP1
fut détectée à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-HA 12CA5. B) La membrane
de polyvinyle fut lavée des anticorps fixés et sNRPY et les mutants furent détectés
de nouveau avec un anticorps anti-cMyc 9E10. C) Le mutant Aa a été caractérisé
par la même méthode. La détection de sNRP1 a été faite à l’aide d’un anticorps
anti-HA 12CA5. La flèche rouge indique la bande correspondant au mutant Aa.
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3.5 sNRPI ET LES MUTANTS INTERAGISSENT AVEC LA PROTEINE
D’ENVELOPPE SU DE HTLV-1 DANS LA VOIE DE SECRETION
Les protéines d’enveloppe virale et les récepteurs d’entrée peuvent former
des complexes intracellulaires dans la voie de sécrétion (202-2 10). Nous avons
donc utilisé la technique de co-immunoprécipitation pour déterminer si les mutants
de sNRP1 formaient toujours ce type de complexe. Des cellules HEK293T ont été
co-transfectées avec le plasmide codant pour la protéine d’enveloppe virale
HTLV-l SU et avec le plasmide codant pour sNRP1 ou les mutants. Comme
contrôle pour mesurer le bruit de fond détecté par l’anticorps anti-HA 12CA5 lors
de l’immunobuvardage de type Western, nous avons transfecté le plasmide
pCDNA3 seul. Le plasmide CMV-HTLV-1-Env-Stop (81, 100) fut co-transfecté
avec sNRPI afin de servir de contrôle négatif pour l’expression de Env. Ce
plasmide possède un codon d’arrêt de traduction en amont du gène env. Les
complexes intracellulaires HTLV-1 SU-sNRPY ont été précipités à l’aide d’un
pooi de sérum de patients infectés. sNRP1 et les mutants ont ensuite été détectés
par SDS-PAGE et immunobuvardage de type Western dirigé contre l’épitope HA
(anticorps 12CA5). sNRP1 n’est détectée que si elle interagit avec la protéine
virale SU. La bande non spécifique à 9OkDa (figure 3.5 piste 1 à 8), due à une
reconnaissance non spécifique de l’anticorps 12CA5, nuira pour la détection des
mutants Aal, Aa2, Ac.
sNRP1 forme un complexe intracellulaire avec la protéine d’enveloppe
virale SU de HTLV-1 lorsque ces 2 protéines sont exprimées dans la même cellule
(f igure 3.5 piste 3). sNRP1 est détectée à un poids moléculaire de ll5kDa, tout
comme dans l’expérience précédente (figure 3.4). L’interaction entre sNRPI et
HTLV-l SU est spécifique puisque sNRP1 ne précipite pas lorsqu’elle est co
transfectée avec le vecteur contrôle CMV-HTLV-l-Env-Stop (piste 2). Dans notre
système expérimental, les protéines sNRP1 et SU sont tous deux retrouvées dans
la voie de sécrétion sous forme soluble. Le domaine extracellulaire de NRP 1 est
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donc nécessairement responsable de l’interaction avec l’enveloppe virale de
HTLV-l.
Une fois l’interaction entre sNRP1 et HTLV-l SU démontrée, nous nous
sommes intéressés à cette même interaction mais cette fois, en étudiant les mutants
de délétion du récepteur. Nous étions à la recherche d’un mutant qui aurait perdu
la capacité de former des complexes intracellulaires avec l’enveloppe virale. La
figure 3.5 montre clairement que l’absence des domaines a (piste 4) ou b (piste 7),
n’a pas d’effet sur la capacité de sNRP1 à interagir avec HTLV-l SU. On retrouve
ces deux mutants aux poids moléculaires attendus, soit environ $OkDa pour Aa et
7OkDa pour Ab. On voit ici encore les bandes non spécifiques reconnues par
l’anticorps 12CA5 à 9OkDa. Le mutant Ac est attendu à une masse moléculaire de
lOOkDa, tel que déterminée par la caractérisation des mutants (Figure 3.4A et B,
piste 7). La bande non spécifique est problématique pour l’identification du mutant
Ac. On peut remarquer une double bande vers lOOkDa. La bande du bas
correspondrait à la bande non spécifique alors que celle du haut pourrait
correspondre au mutant Ac. L’absence de ce domaine n’aurait donc pas d’impact
sur l’interaction entre sNRPI et SU.
Les pistes 5 et 6 correspondent aux mutants Aal et Aa2 respectivement.
Tout comme pour le mutant Ac, la bande non spécifique est encombrante pour
l’identification de ces mutants. Une double bande est observée pour le mutant Aal
(piste 5). Ici encore, la bande du bas correspondrait à la bande non spécifique alors
que celte du haut correspondrait au mutant Aal. Dans un tel cas, l’absence du
domaine al n’aurait pas d’impact sur la liaison de sNRP1 à HTLV-Ï SU. Le
mutant Aa2 quant à lui est indétectable (piste 6). 11 est possible qu’il soit présent,
mais que la bande non spécifique ne permet pas de l’identifier. Une augmentation
du temps de migration aurait permis de séparer davantage la bande non spécifique
de celle correspondant au mutant Aa2. Nous aurions pu faire également un
deuxième marquage avec l’anticorps anti-cMyc (« stripping ») afin de contrecarrer
la reconnaissance non spécifique de l’anticorps anti-HA 12CA5. Cette expérience
64
a d’ailleurs été utilisée lors de la caractérisation des mutants de sNRP1 (Figure
3.43).
Il serait surprenant que l’absence du domaine a2 empêche la liaison de
l’enveloppe virale à sNRP1. En effet, la délétion du domaine a, implique la perte
des deux sous-domaines al et a2. Ceci signifierait que le sous-domaine a2 serait
nécessaire pour l’interaction alors que le domaine a, n’aurait pas d’impact sur la
liaison à HTLV-l SU. Selon notre interprétation, il s’agit sûrement d’un
chevauchement entre la bande non spécifique et la bande correspondant au mutant
Aa2 (Figure 3.5 piste 6). Ces expériences devraient donc être approfondies afin de
déterminer l’implication exacte des domaines a, al et a2.
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CIL sNRPJ sNRPJ Aa AaI Aa2 Ab Ac
Env HTLV-1 SU
Stop
Figure 3.5 sNRP1 et les mutants forment des complexes intracellulaires avec
ta protéine SU de HTLV-1. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec
pCDNA3 (ligne 1), co-transfectées avec sNRP1 et CMV-HTLV-l-Env-Stop (ligne
2) et co-transfectées avec sNRP1 ou mutants et CMV-HTLV-1-SU (lignes 3 à 8).
HTLV-1 SU a été précipité à l’aide d’un pool de sérum de patients infectés par
HTLV-1. sNRP1 a été détectée avec l’anticorps monoclonal anti-HA 12CA5.
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3.6 DISCUSSION
Notre premier objectif était d’évaluer le rôle de NRPÏ lors de l’entrée de
HTLV-l dans une cellule cible. Nous avons donc mis au point un système
d’infection impliquant des particules virales MLV possédant l’enveloppe de
HTLV-2. L’utilisation de pseudotypes HTLV-2 a été préférée aux virions libres
HTLV-l puisque ces derniers très sont peu infectieux i/? vitro (68). Ces rétrovirus
partageraient également le même récepteur d’entrée (97). Nos résultats montrent
que les cellules HEK2931 transfectées avec NRPY sont l,$$ fois plus susceptibles
à l’infection par les pseudotypes HTLV-2 que les cellules contrôles. Cette faible
augmentation de l’infection peut s’expliquer en partie par un niveau d’expression
endogène élevé du récepteur dans ce type cellulaire. La densité de récepteurs à la
surface cellulaire serait suffisamment élevée pour permettre l’entrée du virus.
Dans cette étude, nous avons démontré qu’il était possible de surexprimer NRPJ
dans les cellules HEK293T. Une augmentation de la concentration de NRP1 à la
surface de ce type cellulaire n’a toutefois que peu d’impact sur l’infection par les
pseudotypes HTLV-2. On ne peut quantifier le niveau de NRP1 endogène, il est
donc impossible de mesurer l’impact de NRPY recombinant. Si la quantité
stoechiométrie de NRP1 recombinant et endogène est la même, une augmentation
de l’infection de 2 fois est plus ou moins attendue.
Nos collaborateurs ont étudié l’impact d’une diminution de l’expression
endogène de NRP1 à la surface des HEK293T sur le niveau d’infection des
pseudotypes HTLV-2. Ils ont démontré qu’une diminution relative de l’expression
du récepteur à l’aide de siRNA permettait de diminuer jusqu’à 50% le taux
d’infection des pseudotypes HTLV-2 (100). La permissivité des cellules
HEK293T à l’infection par les pseudotypes HTLV-2 pourrait également
s’expliquer par la présence de GLUT-1 à la surface de ces cellules (85), même si
son rôle dans l’entrée n’est pas encore bien caractérisé. Ainsi, l’expression
endogène de NRP1 et GLUT-l dans ces cellules a pour effet d’élever le niveau
basal d’infection, diminuant la sensibilité du test. L’ensemble de ces résultats
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suggèrent fortement que NRP1 pourrait être un facteur ou un co-facteur à l’entrée
des pseudotypes HTLV-2, et par extrapolation, à l’entrée de HTLV-l.
Nous avons poursuivi cette étude en tentant de déterminer, au niveau
moléculaire, la nature de l’interaction entre NRP1 et la protéine d’enveloppe de
HTLV-i. Nous avons produit des mutants de délétion pour les domaines
extracellulaires a, ai, a2, b et c de sNRP1, que nous avons caractérisés par
immunobuvardage de type Western. La formation de complexes intracellulaires
entre HTLV-i SU et les mutants de sNRP1 fut ensuite étudiée par co
immunoprécipitation. Notre objectif était d’identifier un mutant qui n’interagissait
plus avec l’enveloppe virale. Nos résultats ont démontré que tous nos mutants de
sNRP1 semblent interagir avec HTLV-i SU lorsque ces protéines sont co
exprimées dans la même cellule. Ceci suggère que plus d’un domaine pourrait lier
indépendamment l’enveloppe de HTLV-1. Il serait également possible que les
domaines non supprimés de sNRP1 soient responsables de cette interaction. En
effet, les résidus entre l’épitope HA et le domaine al (6 acides aminés), entre les
domaines b et c (62 acides aminés) et entre le domaine c et l’épitope cMyc (49
acides aminés) sont présents chez tous les mutants. Il serait intéressant de
construire des mutants supplémentaires portant des délétions pour ces régions afin
d’évaluer leur implication dans l’interaction avec HTLV-1 SU.
La détection de tous les mutants de sNRPi après la co
immunoprécipitation avec la protéine SU de HTLV- i pourrait s’expliquer par la
capacité de ce récepteur à former des dimères à la surface cellulaire. En effet,
Giger et al. ont suggéré que NRPi pouvait être retrouvée sous la forme d’un
homodimère (110). Dans cette dernière étude, l’utilisation de mutants de NRP1
portant des délétions pour les différents domaines extracellulaires n’a pas permis
d’identifier le domaine responsable de l’hornodimérisation. Les domaines
transmembranaire et cytosolique quant à eux ne semblent pas nécessaire pour la
dimérisation. Ils ont donc suggéré que plus d’un domaine extracellulaire de NRPi
pourrait être impliqué dans ce processus. Notre étude de co-immunoprécipitation
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aurait pu impliquer la formation d’un complexe protéique ternaire, formé d’un
monomère de NRP1 endogène, d’un mutant de NRPI soluble et de la protéine
virale SU. Ainsi, un récepteur NRP1 endogène aurait pu lier à la fois SU et un
mutant de NRP1 soluble. Un mutant de NRP1, qui ne pourrait plus lier
l’enveloppe de HTLV-l, pourrait quand même se retrouver dans ce complexe. Il
pourrait également être co-immunoprécipité à l’aide d’un anticorps dirigé contre
HTLV-l, même s’il n’interagit pas directement avec l’enveloppe de celui-ci.
Toutefois, cette hypothèse n’est valable que si un monomère de NRP1 est suffisant
pour la liaison avec l’enveloppe de HTLV-l. Autrement, un dimère formé de
NRP1 endogène et d’un mutant du récepteur soluble, dont le domaine délété est
responsable de l’interaction avec HTLV-l SU, ne pourrait pas lier cette protéine
virale.
La caractérisation moléculaire de l’interaction entre NRPI et HTLV-l Env
pourrait se poursuivre en purifiant les domaines extracellulaires solubles du
récepteur. Nous pourrions créer des mutants de délétion dans le vecteur
pSecTagA-sNRPI de tel sorte qu’il ne conserverait que les différents domaines
extracellulaires recombinants. Il serait ainsi possible de produire,
individuellement, les différents domaines solubles possédant l’épitope
immunologique His6. Cet épitope permettrait la purification par chromatographie
des domaines recombinants. Ceux-ci pourraient être utilisés, dans un premier
temps, comme agents antiviraux dans une étude d’inhibition de l’infection de
HTLV-1. Cette étude est d’ailleurs en cours dans les laboratoires du Dr Claudine
Pique et du Dr Kathryn S. Jones. Une telle approche d’ailleurs a été utilisée afin de
bloquer l’interaction entre l’enveloppe du VIH-l et son récepteur CD4 (211). Les
domaines recombinants de NRP 1 pourraient également être utilisés dans une étude
de co-immunoprécipitation afin de déterminer s’ils interagissent avec HTLV-1 SU.
Il serait ainsi possible d’affiner le domaine d’interaction entre NRPI et HTLV-l,
passant des domaines recombinants à des peptides de quelques acides aminés.
Finalement, ces peptides pourraient être testés dans un contexte antiviral.
L’inhibition de l’infection par ces peptides nécessite la liaison directe de ceux-ci à
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la protéine virale SU. Il est donc primordial que la séquence du gène viral env soit
conservée au sein des différents isolats viraux pour qu’une telle approche soit
envisageable d’un point de vue thérapeutique. HTLV-1 répond à ce critère (179).
En effet, une étude phylogénétique de Capdepont et al. a récemment démontré une
importante stabilité du gène codant pour l’enveloppe de HTLV-1 (212). Ils ont
observé une variation au sein de ce gène n’excédant pas 3% entre les différentes
souches, sauf pour les deux souches mélanésiennes les plus distantes pour
lesquelles ils notent 8% de variation. HTLV- 1 peut se catégoriser selon trois sous-
types selon la variabilité de leur génome entier: Cosmopolitain (sous-type A),
Afrique Centrale (sous-type B) et Mélanésien (sous-type C).
L’ensemble de nos résultats, en plus de ceux de nos collaborateurs (100),
suggère fortement que NRP1 soit impliquée lors de l’entrée de HTLV-1. NRP1
pourrait agir de différentes façons. Premièrement, elle pourrait jouer le rôle de
protéine d’attachement pour le virus. Elle permettrait ainsi d’augmenter la
concentration de virus à la surface cellulaire, favorisant la liaison de la protéine
d’enveloppe virale au récepteur d’entrée. Pour qu’elle puisse être considérée
comme une protéine d’attachement, NRP1 ne doit pas induire de changement de
conformation fonctionnel lors de l’interaction avec la protéine virale SU. Ainsi,
l’expression de NRP1 à la surface d’une cellule cible, en absence du ou des
récepteurs, ne devrait pas favoriser l’infection par HTLV-1. Ce rôle serait
comparable à celui joué par DC-SIGN et les HSPGs lors de l’entrée du VIH-1
(voir section 1.3.1).
Deuxièmement, NRP 1 pourrait jouer le rôle de récepteur ou de corécepteur
d’entrée de HTLV-1. Elle possède toutes les caractéristiques du récepteur de
HTLV- 1: elle est exprimée chez plusieurs lignées cellulaires de plusieurs origines,
son expression est augmentée dans les lymphocytes T activés et elle est localisée
à la synapse virologique (100). GLUT-1, qui possède également toutes ces
caractéristiques, serait lui aussi impliqué dans l’entrée de HTLV-1 (85). Quelle
serait alors l’implication de chacunes de ces protéines cellulaires dans l’entrée de
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HTLV-Ï dans une cellule cible? Des études de co-immunoprécipitation ont
démontré que ces protéines interagissaient fortement en présence de HTLV-l Env
(100). GLUT-l et NRP1 interagissent également en absence de l’enveloppe. Ces
deux protéines pourraient donc agir de concert et former un complexe ternaire de
haute affinité pour HTLV-l SU. Les KSPGs pourraient également faire partie de
ce complexe. Cette caractéristique n’est pas sans rappeler le mécanisme d’entrée
du VIH-1, impliquant le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 et CXCR4.
L’expression ubiquitaire de NRP1 et de GLUT-l rend toutefois ardue l’étude de la
séquence des événements menant à l’entrée de HTLV-l.
Troisièmement, NRP 1 pounaient agir en tant que récepteur alternatif lors
de l’entrée de HTLV-l et HTLV-2. Son expression à la surface cellulaire serait
alors suffisante pour rendre une cellule permissive à l’infection par ces rétrovirus.
La présence de GLUT-l et des HSPGs sur une cellule, en plus de NRP1,
augmenterait la densité et la diversité des récepteurs d’entrée, optimisant ainsi
l’infection de cette cellule. Ce phénomène est observé chez le virus de l’herpes
simplex (HSV). HSV utilise plusieurs récepteurs pour infecter une cellule cible.
On compte parmi ceux-ci les HSPGs, HVEM, Nectin-1, Nectin-2 et la molécule
du complément C3b (213). L’expression de HVEM à la surface des lymphocytes T
activés permet l’entrée de HSV dans ces cellules (214), alors que l’expression de
Nectin- 1 favoriserait l’infection des neurones (215). L’utilisation de différents
récepteurs d’entrée permet donc à un virus d’élargir son tropisme. De plus, un
virus ayant subi une mutation dans sa protéine d’enveloppe qui ne lui permet plus
de lier un récepteur, pourrait quand même infecter une cellule en utilisant un autre
récepteur d’entrée. Récemment, une étude a identifié une lignée cellulaire
glioblastomale humaine, U87, permissive à l’infection par HTLV-l, qui n’exprime
que très faiblement GLUT-1 (216). Cette permissivité pourrait s’expliquer en
partie par la présence de NRP1 à la surface dc ces cellules (217). Il serait
intéressant d’utiliser les domaines recombinants solubles de NRPI afin d’essayer
de bloquer l’infection de ces cellules par HTLV-l en absence de GLUT-1. Ceci
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flous permettrait de déterminer si GLUT-1 et NRP1 représentent des voies
alternatives d’ efltrée.
Le rôle de GLUT- 1 dans l’entrée de HTLV- 1 et de HTLV-2 fut récemment
mis en doute par deux études. La première suggère que les rétrovirus HTLV- 1 et
HTLV-2 ne partageraient pas le même récepteur d’entrée (218). Cette observation
a été faite en comparant les tropismes in vivo et in vitro de ces virus. HTLV-l
infecterait préférentiellement les lymphocytes T CD4+, où l’on retrouve une forte
concentration de HSPGs comparativement à GLUT-1. HTLV-2 quant à lui
ciblerait plutôt les lymphocytes T CD8+, qui expriment majoritairement GLUT-1.
Ces résultats supposent que GLUT-1 agirait comme récepteur pour HTLV-2 et
non pour HTLV-1. La deuxième étude vint nuancer cette première hypothèse.
Takenouchi et al. ont suggéré que GLUT-1 ne serait pas le récepteur responsable
de l’interaction primaire avec HTLV-1 (219). Cette hypothèse est basée sur le fait
que la présence de GLUT-1 à la surface d’une cellule cible n’est pas suffisante
pour permettre la liaison du virus à cette cellule. Une expérience dans laquelle des
cellules transfectées avec GLUT-1, à la surface desquelles les HSPGs furent
éliminés à l’aide d’enzyme, suggère que la liaison de HTLV-1 su à la surface
d’une cellule dépend de la présence des HSPGs. Toutefois, l’expression de GLUT
1 à la surface de ces mêmes cellules, en présence des HSPGs, favorise l’infection
par contact cellule-cellule de HTLV-1. Les auteurs suggèrent donc que GLUT-1
serait essentielle pour rendre une cellule permissive à l’infection par HTLV-1, sans
être impliqué à l’étape de l’interaction entre le virus et la cellule. Ils concluent
ainsi que l’entrée de HTLV-1 serait un processus séquentiel dans lequel GLUT-l
agirait comme corécepteur.
4. RÉSULTATS ET DISCUSSION SUR L’INHIBITION
SÉLECTIVE DE L’ENTRÉE DU VIH-1 PAR LE
CORÉCEPTEUR CCR5
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Récemment, des membres de l’équipe du Dr Miche! Bouvier ont identifié
des antagonistes de CCR5 dans une campagne de criblage à haut débit ((201) et
résultats non publiés). Ces petites molécules bloquent le recrutement de la I
arrestine 2 à CCR5 suivant l’activation du récepteur par la chimiokine RANTES.
Elles inhibent également le flux calcique induit par l’activation de CCR5 par
RANTES. Nous nous sommes alors intéressés au pouvoir antirétroviral de ces
molécules lors de l’entrée du VIH-l. Nous étions à la recherche d’un composé qui
pouvait bloquer l’entrée par le corécepteur CCR5 et non par CXCR4, sans être
toxique à haute concentration. Un composé reconnaissant les deux corécepteurs
serait, en théorie, plus efficace. Toutefois, une telle molécule pourrait fort bien lier
d’autres récepteurs cellulaires et moduler la fonction intrinsèque de ces derniers.
Un agent antiviral sélectif permet donc de diminuer les risques d’effets croisés.
Afin de tester ces molécules, nous avons utilisé les lignées cellulaires
rapporteuses U373MG X4.15 et U373MG R5.3, qui expriment exclusivement l’un
ou l’autre des corécepteurs (199). Nous avons infecté ces 2 lignées cellulaires avec
une souche virale dual tropique VIH-189.6. Le seul paramètre qui varie dans ce
système est donc le corécepteur présent à la surface des cellules cibles. Le niveau
d’infection a ensuite été mesuré en dosant l’activité de la 3-galactosidase par un
test au chlorophenol red- 3-D-galactopyranoside (CPRG).
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4.1 INHIBITION DE L’ENTRÉE DU VIII-1 EN CIBLANT SÉLECTIViMENT
LE CORÉCEPTEUR CCR5
Les molécules TAK779, une petite molécule ciblant l’entrée par CCR5
(190) et TC14012, un peptide de 14 acides aminés ciblant l’entrée par CXCR4
(220), ont permis de mesurer l’efficacité de notre système. La figure 4.1 montre la
sélectivité de chacun de ces inhibiteurs dans l’inhibition de l’entrée via CCR5 ou
CXCR4. TAK779 inhibe l’entrée du VIH-1896 dans les cellules U373MG R5.3 de
façon dose-dépendante, avec un 1C50 de 1,48nM. Cette valeur est comparable à
celle observée pour l’inhibition de l’infection de virus R5 tropique VIHlBaL dans
des cellules mononucléées extraites du sang périphérique (PBMC), qui est de
3,7nM (190). De plus, TAK779 ne possède aucun pouvoir antiviral contre le VIH
189.6 lors de l’infection de cellules cibles U373MG X4.15. Cette molécule ne
semble d’ailleurs pas toxique pour les cellules cibles, puisqu’une concentration
élevée de TAK779 n’a pas d’effet sur la production de la 3-galactosidase.
Ensemble, ces résultats démontrent que l’inhibition de l’entrée du VIH-189.6 par
TAK779 est sélective pour le corécepteur CCR5. Notre système expérimental nous
permet donc d’identifier ce type d’inhibiteur.
TC14O12 quant à lui inhibe l’entrée du VIH-189.6 dans les cellules cibles
U373MG X4.15, sans avoir d’effet sur les cellules U373MG R5.3 (Figure 4.1).
Cette molécule montre une inhibition dose-dépendante de l’infection avec un 1C50
de 81,2nM. Cette valeur est comparable à celle obtenue par Tamamura et al. (1C50
de 2OnM) (220). Ce peptide ne permet pas d’inhiber l’infection des cellules cibles
U373MG R5.3, ce qui démontre sa sélectivité pour le corécepteur CXCR4.
TC14O12 n’est pas toxique pour les cellules puisque l’activité de la I
















Figure 4.1 Inhibition sélective et dose-dépendante de l’infection du VIII-189.6
par les composés TAK799 et TC14012. Des cellules U373MG X4.15 (À) ou
U373MG R5.3 (•) ont été infectées par VIH-189.6 en présence d’une dose
croissante dc TAK799 ou TC14012. Le niveau d’infection a été mesuré en dosant
l’activité de la 3-galactosidase (CPRG). Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’infection par rapport aux cellules infectées en absence d’inhibiteur.
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Une fois le système expérimental validé, nous avons entrepris l’étude de
l’activité antivirale des antagonistes de CCR5 identifiés par le laboratoire du
Dr Michel Bouvier ((201) et résultats non publiés). Les premières molécules
testées furent les extraits du thé vert, EGCG. TD et TM. La figure 4.2 montre leur
potentiel antiviral contre le VIH-189.6. Ces 3 molécules inhibent de façon dose-
dépendante l’infection des cellules cibles U373MG X4.15 et U373MG R5.3 par le
VIH-l89,6, avec des 1C50 variant de 0,7jiM à 3,75tiM. Ce pouvoir antiviral est de
1000 à 10 000 fois inférieur à celui observé pour des d’inhibiteurs d’entrée
présentement en essai clinique. Maraviroc par exemple, bloque l’infection de virus
dual tropique avec un 1C50 variant de 0,1 à 2,9nM selon la souche (196). Ces
extraits du thé vert ne démontrent également aucune sélectivité quant à l’inhibition
de l’entrée par les corécepteur CXCR4 ou CCR5. Il est donc impossible de
conclure que ces composés inhibent l’entrée du virus. Ils pourraient agir sur
d’autres étapes du cycle de réplication viral. De plus, EGCG, TD et TM ne
semblent pas être toxiques pour les cellules cibles puisque l’allure des résultats
montre une courbe sigmoïde. Les résultats représentant un composé toxique
adopteraient plutôt l’allure d’une courbe ayant une chute abrupte précédée d’un




















Figure 4.2 Inhibition de l’infection du VIII-189.6 par les molécules du thé vert.
Des cellules U373MG X4.15 () ou U373MG R5.3 (À) ont été infectées par
VIH-189.6 en présence d’une dose croissante de EGCG, TD ou TM. Le niveau
d’infection a été mesuré en dosant l’activité de la 3-galactosidase (CPRG). Les
résultats sont exprimés en pourcentage d’infection par rapport aux cellules
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Nous nous sommes finalement intéressés aux petites molécules 446, RK2,
699 et 693, qui proviennent des banques commerciales Chembridge (San Diego,
CA, USA) et MicroSource Discovery (Gaylordsville, CI, USA). Cette étude a
d’abord permis de démontrer que les molécules 446 et RK2 inhibent l’infection
des cellules cibles U373MG X4.15 et U373MG R5.3 par le VIH-189.6 (Figure 4.3).
La molécule 446 n’est pas sélective pour un seul corécepteur puisqu’elle inhibe de
façon dose-dépendante l’infection de ces 2 types cellulaires, avec des 1C50
d’environ 6,75tM (U373MG R5.3) et 16,2tM (U373MG X4.15). Il est donc
impossible de conclure que cette molécule bloque l’entrée du virus, bien qu’elle
soit un antagoniste de CCR5. Le composé RK2 bloque lui aussi, de façon dose-
dépendante, l’infection des cellules U373MG R5.3 par le VIII-l89.6 et ce, avec un
1C50 de 7jiM. L’allure de la courbe pour l’infection des cellules U373MG X4.15
ressemble toutefois à une courbe de mortalité cellulaire (telle que décrite ci-haut).
L’activité de la f3-galactosidase chute abruptement à une concentration de RK2
d’environ 5jiM. Ce composé serait donc toxique pour ces cellules cibles. Le
composé 699 quant à lui n’a que très peu d’effet antiviral lors de l’infection du
VIH-189.6 (Figure 4.3). Il n’inhibe qu’au plus 60% de l’infection des cellules cibles
U373MG R5.3 et à peine 20% de l’infection des cellules U373MG X4.15 et ce, à
une concentration de 20iM.
693 est de loin la molécule la plus intéressante qui a été testée dans cette
étude. Elle démontre clairement une activité antivirale contre le VIH-1896 en
ciblant sélectivement l’entrée par CCR5 (Figure 4.3). Tout comme 1AK799, le
composé 693 inhibe l’infection par le VIH-189.6 de cellules U373MG R5.3, de
façon dose-dépendante, avec un 1C50 de 4,95 jiM ± 1,5 (n=3). Une concentration de
2OjiM permet de bloquer jusqu’à 90% de l’infection de ces cellules. Ce composé
n’a aucun effet sur l’infection des cellules U373MG X4.15. De plus, la présence
de 693 ne semble pas être toxique pour les cellules cibles puisque l’activité de la
3-galactosidase est constante chez les cellules U373MG X4.15 infectées par le
VIII-l896. L’ensemble de ces résultats démontre que la diminution de l’activité de
la 3-galactosidase dans les cellules U373MG R5.3, est due à une inhibition de
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l’infection et non à la toxicité de cette molécule. 693 répond donc aux critères
établis dans le cadre de notre étude 1) il possède un pouvoir antiviral contre le
VIH-l, 2) il est sélectif pour le corécepteur d’entrée CCR5 et 3) il n’est pas
toxique pour les cellules cibles.
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Figure 4.3 Inhibition de l’infection du VIH-189.6 par les composés 446, RK2,
699 et 693. Des cellules U373MG X4.15 (Â) ou U373MG R5.3 (•) ont été
infectées par VIH-189.6 en présence d’une dose croissante de RK2, 446, 699 ou
693. Le niveau d’infection a été mesuré en dosant l’activité de la 3-galactosidase
(CPRG). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’infection par rapport aux























































Le système expérimental que nous avons utilisé est idéal pour étudier le
pouvoir inhibiteur sélectif des antagonistes de CCR5 dans l’entrée du VIH-1. Il
permet à la fois de tester le pouvoir antirétroviral d’une molécule, la sélectivité
pour un corécepteur d’entrée et la toxicité de cette molécule. Ce test a d’ailleurs
été utilisé afin d’étudier la sélectivité d’une petite molécule, AMD3100, dans
l’inhibition de l’entrée du VIH-l par le corécepteur CXCR4 (199). Notre étude de
l’inhibition sélective de l’entrée du VIH-1 par le corécepteur CCR5 a débuté avec
la validation de notre système expérimental. Nous avons utilisé des molécules déjà
caractérisées par rapport à leur pouvoir antirétroviral et leur sélectivité. La petite
molécule TAK779 a démontré une activité antivirale sélective pour CCR5
comparable à ce qui a été démontré par Baba et al. (190). Le composé peptidique
TC14012, un antagoniste de CXCR4 (220), a quant à lui permis de démontrer que
notre système expérimental était efficace pour déterminer la sélectivité d’un
composé dans l’inhibition de l’entrée par ce corécepteur. Nous avons ensuite testé
le pouvoir antiviral des molécules extraites du thé vert EGCG, TD et TM et des
composés 446, 693, 699 et RK2.
Les dérivés du thé vert ont démontré un pouvoir antiviral non sélectif lors
de l’infection des cellules cibles U373MG X4.15 et U373MG R5.3 par le VIH
1896. EGCG, TD et TM inhibent la production de 3-galactosidase dépendante de
l’infection par le VIH-l, quel que soit le corécepteur présent à la surface cellulaire.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Fassina et al. (221). Ces derniers
étudièrent l’infection de PBMC par les souches VIH-1LAJ/III (X4 tropique) et
VIH1BaL (R5 tropique) en présence de EGCG (221). Ils détectèrent l’activité de la
transcriptase inverse et dosèrent la p24 (capside) dans le surnageant 7 jours post
infection et conclurent que EGCG permettait d’inhiber la réplication virale,
indépendamment du tropisme. Donc, en plus d’agir en tant qu’antagoniste de
CCR5, ces molécules pourraient inhiber d’autres étapes du cycle de réplication
virale. Une étude a d’ailleurs suggéré que EGCG pouvait bloquer l’entrée du
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VIH-1 en liant CD4 (222). L’incubation de PBMC avec cette molécule permet à la
fois d’inhiber la fixation d’un anticorps dirigé contre CD4 et l’interaction entre ce
récepteur et VIH-l SU. La transcriptase inverse serait également une cible
potentielle de ces molécules, tel que démontré par des études de rétrotranscription
in vitro (223).
Les molécules extraites du thé vert pourraient agir en tant qu’agents
antiviraux bloquant la réplication des rétrovirus humains, que ce soit au niveau de
l’entrée virale ou non. La consommation de thé vert a d’ailleurs été associée à une
diminution, bien que faible, de la charge virale de patients infectés par HTLV-1
(224). Les patients de cette cohorte ont consommé 9 capsules contenant les extraits
de thé vert en poudre par jour, pendant 5 mois (équivaux à 10 tasses de thé vert par
jour). Cette consommation mène à une concentration de EGCG plasmatique de
O,3ig/mL, ce qui est 10 à 100 fois moins concentré que la dose nécessaire pour
inhiber la prolifération des lymphocytes T infectés par HTLV-1 in vitro (224,
225). Ces extraits sont également impliqués en tant qu’agents préventifs
antitumoraux. Par exemple, deux études épidémiologiques ont démontré que la
consommation de thé vert pouvait réduire de 48 à 59% les risques de développer
un cancer de l’estomac (226, 227). Les molécules extraites du thé vert sont donc à
la fois très actives, sans être sélectives. Dans la majorité des cas, ce type de
composés provoquent des effets secondaires indésirables. Les molécules
présentent dans le thé vert quant à elles ne semblent pas induire de tels effets.
Toutefois, la quantité qui doit être consommée pour atteindre une concentration
plasmatique efficace est très élevée. Nos résultats montrent que 90% de l’infection
par les particules virales VIH-189.6 peut être bloquée par EGCG, TD et TM, à une
concentration de 20!IM ou 9,ljig/mL. Cette concentration est 30 fois plus
importante que celle retrouvée au niveau de la circulation sanguine après la
consommation quotidienne de 10 tasses de thé vert, estimée par Sonoda et al.
(224). Elle est également équivalente aux valeurs obtenues lors de précédentes
études d’inhibition de l’infection de HTLV-l in vitro, tel que démontré ci-haut.
83
Cette interaction entre EGCG et CD4 pourrait également avoir un impact
sur la fonction intrinsèque des lymphocytes T CD4+ lors de la réponse
immunitaire. En effet, EGCG pourrait bloquer la liaison de CD4 au complexe
majeur d’histocompatibilité de classe II, inhibant ainsi l’activation des
lymphocytes T CD4+ suite à la présentation d’un antigène. Jusqu’à maintenant, les
études s’intéressant aux extraits du thé vert n’ont porté que sur le pouvoir antiviral
et sur la caractérisation moléculaire du domaine de liaison de EGCG à CD4. Il
n’est donc pas encore connu si cette interaction affecte la fonction des
lymphocytes T CD4+.
La molécule 446 inhibe l’expression de la 3-galactosidase lors de
l’infection des cellules U373MG X4.15 et U373MG R5.3 par le VIH-1896. Elle
pourrait ainsi lier à la fois CCR5 et CXCR4 ou agir sur d’autres étapes du cycle de
réplication virale, le premier étant plus probable compte tenu du criblage initial.
Le composé RK2 inhibe également l’infection des cellules cibles exprimant le
corécepteur CCR5. La chute abrupte de la courbe d’inhibition de l’infection des
cellules U373MG X4.15 semble toutefois démontrer que ce composé serait
toxique. Il pourrait ainsi tuer les cellules cibles et inhiber la production de
-
galactosidase. Il serait possible de tester la toxicité des molécules dans une
expérience mesurant la viabilité cellulaire (tests MTT ou XTT). Quant à lui, le
composé 699 démontre un pouvoir antiviral négligeable lors de l’inhibition de
l’infection du VIH-1896. Bien que les molécules 446, RK2 et 699 soient des
antagonistes de CCR5 (201), leur comportement lors de l’inhibition de l’infection
du VIH-1 est distinct. Le composé 446 permet de bloquer l’infection de cellules
cibles par le VIH-189.6 sans être sélectif pour l’un ou l’autre des récepteurs
d’entrée. Le composé 699 ne démontre qu’un faible pouvoir antiviral. Le composé
RK2 quant à lui serait toxique pour les cellules cibles. Pour toutes ces raisons, ces
3 molécules ont été écartées pour la suite de l’étude.
Le composé 693 est le seul qui répond parfaitement aux critères fixés pour
notre étude. Il inhibe de façon dose-dépendante l’infection de cellules cibles par le
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VIH-189.6 en ciblant sélectivement le corécepteur CCR5, sans être toxique à haute
concentration. Ce composé est très intéressant puisqu’il possède une haute
sélectivité pour ce corécepteur, même si son pouvoir antiviral est faible
comparativement aux autres inhibiteurs en cours de développement. Cette
caractéristique de 693 est très encourageante pour le développement de dérivés.
L’objectif final serait de synthétiser des dérivés qui arboreraient au moins le
niveau de sélectivité de 693, tout en montrant un pouvoir antirétroviral de 1000 à
10 000 fois important.
La structure centrale de la molécule 693 est similaire à celle de Vicriviroc,
un inhibiteur d’entrée du VIH-l qui cible le corécepteur CCR5 ($chering-Plough)
(194). Les études de phase clinique I ont démontré que Vicriviroc est sûre et bien
tolérée lorsque utilisée en monothérapie chez des patients infectés (228). 11 serait
donc envisageable qu’un dérivé de la molécule 693, possédant un pouvoir
antirétroviral équivalent à celui de Vicriviroc, puisse un jour se faire une place sur
le marché des agents antirétroviraux.
Maraviroc, développée par Pfizer Inc (196), devrait être la première
molécule ciblant le corécepteur CCR5 à être approuvée pour le traitement de
patients infectés par le VIH-1. Les résultats préliminaires concernant les études de
phase clinique II sont très encourageants. Il est toutefois nécessaire de développer
d’autres molécules ciblant l’entrée par CCR5 pour faire face à l’émergence de
souches résistantes. En effet, une étude récente de Baba et al. a identifié une
souche d’isolat primaire R5 tropique VIH-1KK résistante à 1AK652, un inhibiteur
d’entrée ciblant CCR5 (229). Il s’agit d’une étude longitudinale in vitro dans
laquelle des PBMC ont été infectées par le VIH-1KK (R5 tropique) et cultivées en
présence d’une dose croissante de 1AK652. La souche virale résistante, qui est
apparue après 67 semaines de culture, est 200 000 fois plus résistante à cet agent
antiviral que la souche sauvage. Ce délai est relativement long comparativement à
ce qui a été démontré pour d’autres inhibiteurs. En effet, les études de phase
clinique I où l’inhibiteur de fusion T20 était administré en monothérapie, ont
montré l’apparition de souches résistantes à cet agent après seulement 14 jours de
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traitement (230). Les essais clinique de phase II ont par la suite montré que le 120,
utilisé en combinaison avec d’autres agents antirétroviraux, permettait de diminuer
de façon significative la charge virale chez les patients infectés (231). L’apparition
de souches résistantes à la molécule TAK652 ne devrait donc pas être un obstacle
à la poursuite de l’étude de cette molécule. Tout comme pour le T20, cette
molécule pourrait être utilisée en combinaison avec d’autres agents
antirétroviraux.
5. CONCLUSION
Dans un premier temps, cette étude nous a permis d’approfondir le rôle
joué par la neuropiline-l (NRP1) dans l’entrée du rétrovirus humain HTLV-l. Nos
résultats montrent que la présence de cette protéine à la surface d’une cellule cible
favorise l’entrée des pseudotypes viraux HTLV-2 et, par extrapolation, de HTLV
1. Nous avons également caractérisé le domaine de NRP1 responsable de
l’interaction avec la protéine SU de HTLV-1 en créant des mutants de NRP1
soluble portant des délétions pour les différents domaines. Nous avons ainsi
démontré que les domaines extracellulaires sont tous suffisants pour la liaison de
HTLV-l SU. Les mutants possédant le domaine transmembranaire que nous avons
produits sont présentement utilisés par nos collaborateurs dans des études
d’infection. Il sera ainsi possible de mesurer l’effet de l’absence d’un domaine de
NRPI sur l’infection par HTLV-l. Ces mêmes collaborateurs tentent également de
caractériser le domaine d’interaction entre NRP1 et HTLV-l Env en utilisant les
domaines recombinants solubles du récepteur dans des études de co
immunoprécipitation et d’inhibition de l’infection.
Les domaines solubles de NRP1 pourraient être utilisés comme agents
antiviraux bloquant l’entrée de HTLV-Ï. Des études successives permettraient
d’affiner considérablement le domaine de NRP1 responsable de l’interaction avec
HTLV-1. Nous pourrions en arriver à développer un peptide de quelques acides
aminés possédant une activité antivirale intéressante. La structure chimique de ce
peptide pourrait servir de base pour la synthèse rationnelle de molécules
thérapeutiques.
Dans un deuxième temps, nous avons étudié le pouvoir antiviral de
différents composés lors de l’entrée du VIH-1 dans une cellule cible. Ces
molécules furent d’abord caractérisées comme antagonistes de CCR5 dans une
campagne de criblage à débit (201). Nous avons utilisé les lignées cellulaires
U373MG X4.15 et U373MG R5.3, et une souche virale dual tropique VIH-l89.6
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afin de tester ces molécules. Notre objectif était d’identifier une molécule qui
permettait d’inhiber l’infection virale en ciblant sélectivement l’entrée par CCR5.
Le composé 693 a répondu à ces critères. Nous pouvons donc conclure qu’une
molécule intéressante dans une campagne de criblage à haut débit ne l’est pas
nécessairement dans un contexte antiviral. Nous avons démontré qu’une
combinaison de ces 2 types d’études permet de caractériser efficacement l’activité
biochimique et antiviral d’un inhibiteur potentiel.
À long terme, il serait intéressant de développer des dérivés du composé
693 afin d’augmenter son pouvoir antiviral et sa sélectivité pour le corécepteur
d’entrée du VIH-l CCR5. De tels dérivés pourraient même éventuellement être
testés dans des essais cliniques. La mise en marché prochaine de Maraviroc laisse
entrevoir un avenir intéressant pour les inhibiteurs ciblant les corécepteurs
d’entrée. Les dérivés du composé 693 permettraient de diversifier la famille de
molécules ciblant CCR5. Il serait alors possible de faire face à l’apparition certaine
de souches virales résistantes aux autres inhibiteurs d’entrée.
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Ma contribution pour cet article scientifique a été de m’apercevoir de l’absence de
la séquence codant pour le domaine transmembranaire de NRP1 dans le vecteur
pSecTagA-NRP1 (ce plasmide, gracieusité d’un autre laboratoire, était jusqu’à ce
moment utilisé en le considérant complet). J’ai par la suite «réparé» ce plasmide
en utilisant la méthode représentée à la figure 2.3. Nos collaborateurs ont utilisé
cette construction afin de mesurer l’impact de l’expression de NRP1 à la surface
d’une cellule cible lors de l’infection par les pseudotypes HTLV-1 et HTLV-2
(Figure 3C de l’article Ghez et al. (100)), expérience qui ne peut évidemment
aboutir en absence de domaine transmembranaire.
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